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Los probióticos son microorganismos vivos que, administrados a través de los alimentos en 
cantidades adecuadas, ejercen una acción benéfica sobre la salud del huésped. Algunas 
bacterias ácido lácticas (BAL) son probióticas, estas han sido ampliamente utilizadas en 
diferentes sectores como el farmacéutico, agroindustrial y alimenticio por su carácter 
funcional. La implementación de procesos industriales con las BAL requiere de la alta 
disponibilidad de biomasa de microorganismos viables y fisiológicamente estables, no 
obstante, para desarrollar procesos a escala industrial se requieren medios de cultivos que 
sean asequibles y económicos.   
Las bacterias ácido lácticas son exigentes en cultivo, requieren de nutrientes esenciales como 
el carbono, nitrógeno y de otros elementos necesarios para su crecimiento; el medio 
comercial sugerido es el MRS propuesto por De Man, Rogosa y Sharpe en 1960, sin embargo, 
en la producción a nivel industrial de biomasa probiótica, el medio MRS no resulta rentable, 
por lo que surge la necesidad de buscar otras fuentes económicas de materia prima para la 
producción de lactobacilos. 
Considerando la calidad nutricional del lactosuero, se planteó su aplicación como alternativa 
para el crecimiento de bacterias ácido lácticas. El uso del lactosuero suplementado con 
agentes que estimulen el crecimiento y actividad fisiológica de los probióticos, se convierte 
en una alternativa tecnológicamente factible para la generación de biomasa láctica. El 
presente trabajo de investigación tiene como objetivo evaluar el crecimiento de las bacterias 
lácticas probióticas (Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469) 
en un medio formulado con suero lácteo suplementado. Para el logro de este objetivo se 
evaluó comparativamente el crecimiento de las cepas en caldo MRS y suero lácteo 
suplementado con extracto de levadura, fibra prebiótica, y una mezcla prediseñada de 
minerales y micronutrientes. Con base en estos resultados se formuló un medio de cultivo a 
base de lactosuero y se evaluó su desempeño respecto al MRS, considerando el rendimiento 
en biomasa como parámetro de respuesta. Se calcularon en todos los casos, los parámetros 
cinéticos de crecimiento considerando el modelo de Gompertz. Finalmente se evaluó el 
secado por aspersión como método de estabilización de la biomasa obtenida. Los resultados 




fueron evaluados estadísticamente mediante el programa de Statgraphics Centurion 16.0 
(Statpoin Technologies) y con el programa de Microsoft Office Excel 2007.  
El ajuste cinético para el Lactobacillus casei se logró con un óptimo mediante la relación 
inulina con 2,80 g/L y extracto de levadura 4,30 g/L, con una velocidad de μ: 0,96 h-1  R2 
0,99 rendimiento de biomasa de 14,06  LOG UFC/mL utilizando al medio comercial MRS 
como control con un crecimiento de 14,20 LOG UFC/mL.  
El ajuste cinético para el Lactobacillus rhamnosus se optimizó mediante la relación inulina 
con 2,0 g/L y extracto de levadura 4,90 g/L, con una velocidad de μ: 0,74 h-1, R2  0,98 
rendimientos de biomasa de 12,54 LOG UFC/mL utilizando al medio comercial MRS como 
control con un crecimiento de 12,60  LOG UFC/mL.  
La biomasa obtenida se logró estabilizar mediante el secado por aspersión empleando como 
material pared lactosuero desproteinizado con mezclas de maltodextrina e inulina en 
proporción 50:50 p/p de esta manera se alcanzó una viabilidad de 84,10 % tras el tratamiento 
en las condiciones establecidas y una estabilidad de la biomasa de 83,01%, a  28 días de 
almacenamiento a temperatura de refrigeración.  
 
Palabras claves: Probióticos, prebióticos, biomasa, lactosuero, Lactobacillus casei ATCC 
393, Lactobacillus rhamnosus GG 
  





TECHNOLOGICAL ASSESSMENT OF THE PROCESS OF OBTAINING 
BIOMASS FROM PROBIOTIC MICROORGANISMS IN CULTURE MEDIUM 




Probiotics are live microorganisms that, administered through food in adequate amounts, 
exert a beneficial effect on the health of the host. Some lactic acid bacteria (BAL) are 
probiotic; these have been widely used in different sectors such as pharmaceutical, 
agroindustrial and food for their functional nature. The implementation of industrial 
processes with BAL requires the high availability of biomass of viable and physiologically 
stable microorganisms; however, to develop processes on an industrial scale, culture media 
that are affordable and economical are required. 
Lactic acid bacteria are demanding in culture, they require essential nutrients such as carbon, 
nitrogen and other elements necessary for their growth; the suggested commercial medium 
is the MRS proposed by De Man, Rogosa and Sharpe in 1960, however in the industrial 
production of probiotic biomass, the MRS medium is not profitable, so the need arises to 
look for other economic sources of matter premium for the production of lactobacilli.  
 
Considering the nutritional quality of the whey, its application was proposed as an alternative 
for the growth of lactic acid bacteria. The use of whey supplemented with agents that 
stimulate the growth and physiological activity of probiotics, becomes a technologically 
feasible alternative for the generation of lactic biomass. The objective of this research work 
is to evaluate the growth of probiotic lactic acid bacteria (Lactobacillus casei ATCC 393 and 
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469) in a medium formulated with supplemented milk 
serum. To achieve this objective, the growth of strains in MRS broth and milk serum 
supplemented with yeast extract, prebiotic fiber, and a pre-engineered mixture of minerals 
and micronutrients was evaluated comparatively. Based on these results, a whey-based 
culture medium was formulated and its performance with respect to the MRS was evaluated, 
considering the biomass yield as response parameters. The kinetic parameters of growth were 
calculated in all cases considering the Gompertz model. Finally, spray drying was evaluated 




as a method of stabilization of the biomass obtained. The results were statistically evaluated 
through the Statgraphics Centurion 16.0 program (Statpoin Technologies) and the Microsoft 
Office Excel 2007 program. 
The kinetic fit for the Lactobacillus casei was achieved with an optimal ratio of 2.80 g / L 
inulin and 4.30 g / L yeast extract, with a speed of μ: 0.96 h-1 R2 0.99 biomass yield of 14.06 
LOG UFC / mL using the commercial medium MRS as control with a growth of 14.20 LOG 
UFC / mL. 
The kinetic adjustment for Lactobacillus rhamnosus was optimized by the inulin ratio with 
2.0 g / L and yeast extract 4.90 g / L, with a speed of μ: 0.74 h-1, R2 0.98 yields of biomass 
of 12,54 LOG UFC / mL using the commercial medium MRS as control with a growth of 
12,60 LOG UFC / mL. 
The biomass obtained was stabilized by spray drying with a deproteinized whey-based 
composite wall material with maltodextrin and inulin mixtures in a 50:50 w / w ratio, thus 
achieving a viability of 84.1% after treatment under the established conditions and a stability 
of the biomass of 83.01%, 28 days of storage at refrigeration temperature 
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Las bacterias ácido lácticas (BAL o LAB por sus siglas en inglés) han sido utilizadas durante 
las últimas décadas en fermentaciones industriales y han motivado numerosos estudios 
especialmente para la obtención de ácido láctico, componentes saborizantes, espesantes y 
bacteriocinas. Es considerable el valor nutritivo y funcional que pueden aportar a los 
productos alimenticios y el bajo coste energético de su producción (Topisirovic et al., 2006), 
(Wilches, 2005), (De Vos, 2004), (Guern, 1995), (McKay y Baldwin, 1990). 
Por otro lado, algunas BAL, confieren un carácter funcional- probiótico cuando se añaden a 
un alimento, ya que en dosis adecuadas cumplen acciones diana sobre órganos y sistemas, 
beneficiando adicionalmente el balance intestinal de quienes los consumen sin limitarse a la 
actividad puramente nutricional de sus contenidos (Semyonov et al., 2010), (Palou y Serra, 
2007) 
Para lograr un efecto probiótico en la salud del huésped, los estudios han reportado que, un 
cultivo debe ser ingerido en cantidades suficientes. La concentración sugerida de BAL 
probióticas está en el rango 106 – 107 UFC/g, esta cifra ha sido también adoptada para definir 
la norma alimentaria frente a alimentos probióticos (Res. 333 de 2011), (Grajek et al., 2005). 
Frecuentemente el MRS se utiliza para la recuperación de Lactobacillus sp en condiciones 
de laboratorio, pero a nivel industrial en grandes cantidades su uso es inasequible por su 
elevado costo, donde 1k tiene un valor promedio de $508.776. A nivel industrial se han 
evaluados diferentes sustratos para el crecimiento de las BAL, como medio de cultivos a base 
de leche y leche descremada suplementada. Sin embargo la industria no ha logrado encontrar 
un sustrato alternativo que proporcione altos rendimientos de biomasa mayor a 107 UFC/mL 
que compense con todos los parámetros de rentabilidad y sostenibilidad.  
La búsqueda de alternativas para la obtención de biomasa viable y fisiológicamente estable, 
se ha convertido en un reto para la industria alimenticia y farmacéutica. En este sentido la 
formulación de un medio de cultivo a partir de un sustrato favorable para el desarrollo de los 
microorganismos, ha llevado a la evaluación del lactosuero como sustrato alternativo. 
El lactosuero obtenido como subproducto de la industria láctea en la elaboración de queso, 
presenta entre otras características, una alta carga de sustancias con valor nutritivo y es una 




excelente materia prima para obtener diferentes productos a nivel tecnológico o como medio 
de formulación en procesos fermentativos (Vásquez et al., 2009).  
La suplementación del suero lácteo, en el diseño de un medio de cultivo para el crecimiento 
óptimo y obtención de biomasa de las BAL podría favorecer los parámetros cinéticos y la 
obtención de microorganismos fisiológicamente estables. La incorporación de inulina y 
agentes minerales entre otros, podrían generar un carácter beneficioso en el desarrollo de los 
Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus considerados de alto interés en la industria de 
alimentos por sus cualidades funcionales y beneficios en la salud del consumidor (Rodríguez, 
2009).   
El presente estudio tiene como objetivo evaluar tecnológicamente la obtención de biomasa 
de las cepas probióticas Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 
9469 en un medio formulado con suero lácteo y suplementado con agentes prebióticos, así 
mismo evaluar la estabilización de la biomasa aplicando un método de secado. 
 
  





La industria de alimentos que aprovecha las bacterias acido lácticas (BAL) probióticas crecen 
de una manera acelerada, en lo cual se es necesario contar con sistemas de producción de 
(biomasa)  y de los medios de cultivos alternativos como el lactosuero que permita el óptimo 
crecimiento de las BAL.  
 
 
Las (BAL) probióticas son microorganismos exigentes en cultivo y para su crecimiento 
requieren de medios complejos. El medio MRS (De Man Rogosa y Sharpe) es en términos 
generales el medio de cultivo recomendado para el crecimiento de las BAL a nivel de 
laboratorio. A escala industrial es frecuente el uso de leche descremada suplementada para 
la producción de biomasa y ácido láctico.  
Por ello el diseño y optimización de un medio de cultivo a partir de la suplementación de una 
materia prima de bajo costo como es el suero lácteo podría favorecer la reducción del valor 
en la producción, a la vez que plantea una alternativa de revalorización a un subproducto de 
la industria láctea, al aprovechar la alta carga de sustancias con valor nutritivo, lo cual lo 
convierte en una excelente materia prima para obtener diferentes productos a nivel 
tecnológico o como medio de formulación en procesos fermentativos.  
Hipótesis: La formulación de un medio de cultivo a base de lactosuero suplementado y 
agentes prebióticos favorecerá la producción de biomasa probióticas  de cultivos de L. casei 
y L. rhamnosus para uso alimenticio. 
 
  




Objetivos Generales  
 
Evaluar tecnológicamente el proceso de obtención de biomasa de las cepas probióticas 
de Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 en un medio 
de cultivo formulado con suero lácteo suplementado y agentes prebióticos. 
Objetivo Específicos 
 
✓ Evaluar el crecimiento de los microorganismos probióticos Lactobacillus casei 
ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 en medio MRS y suero lácteo 
suplementado. 
✓ Diseñar un medio de cultivo a base de lactosuero y sustancias prebióticas que 
permitan la obtención de biomasa en proporciones comparables al MRS para las 
cepas de Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469. 
✓ Seleccionar un método para la estabilización de la biomasa de Lactobacillus casei 









CAPÍTULO I.  
El mejor científico está abierto a la experiencia,  
y ésta empieza con un romance,  
es decir, la idea de que todo es posible 
 (Ray Bradbury) 
1. MARCO TEÓRICO 
 
1.1. Bacterias ácido lácticas BAL  
 
 Las BAL inicialmente descritas en 1919 por Orla Jensen, comprende un diverso grupo de 
organismos Gram-Positivos, no formadores de esporas, inmóviles, con forma de cocobacilos 
y un grosor de 0,5 – 0,8 µm; aerobias facultativas y catalasa negativa, fermentan una amplia 
gama de fuentes de carbono principalmente en ácido láctico (Betoret et al., 2012). Según la 
clasificación taxonómica actual BAL, pertenecen al phylum Firmicutes que comprende 
alrededor de 20 géneros: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, 
Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, y Weissella, siendo 
Lactobacillus el más grande de estos géneros (Axelsson, 1998). 
1.2. Metabolismo  de bacterias ácido lácticas  
 
Las características generales de las bacterias ácido lácticas de acuerdo a su metabolismo son 
de mucha importancia económica y tecnológica en el sector de los alimentos. Las BAL 
obtienen energía exclusivamente por fermentación de azúcares produciendo ácido láctico 
como producto principal de su metabolismo, carecen de sistemas de transporte de electrones 
funcionales ligados al heme o de citocromos, y obtienen su energía por fosforilación a nivel 
del sustrato a la vez que oxidan carbohidratos; no tiene ciclo de Krebs funcional (Mora N., 
2007). Las BAL en su mayoría son mesófilos, aunque algunos géneros pueden crecer a 
temperaturas de 5°C y otras a 45°C. Toleran concentraciones relativamente altas de ácido y 
valores de pH más bajos que el resto de bacterias que pueden crecer a pH 3,0 otras entre 6,0 
y 9,0 pero en general las BAL crecen a pH entre 4,0 y 7,0 (Mora N., 2007). 
La lactosa es el azúcar mayoritario de la leche (4,2-5,0%) y su metabolismo en las BAL ha 
sido estudiado con detalle. En la mayoría de las especies del género Lactococcus y algunos 
Lactobacillus, la lactosa es fosforilada durante su paso a través de la membrana por medio 
del sistema enzimático PEP/fosfotransferasa.  




La lactosa-6-P es hidrolizada por la acción de la fosfo–β-galactosidasa a glucosa, que sigue 
la vía glucolítica y galactosa-6-P, que se metaboliza por la vía de la tagatosa-6-fosfato. 
(Poolman, 1993). En el género Leuconostoc y en la mayoría de las especies de Lactobacillus, 
el transporte de la lactosa se realiza mediante una permeasa específica. La lactosa penetra en 
la célula a expensas de la fuerza protón-motriz, donde es hidrolizada por la β-galactosidasa 
a galactosa y glucosa. Una pauta que permite determinar la estructura filogenética de este 
género es el tipo fermentación de la lactosa (Samaniego y Sosa del Castillo, 2000). En la Tabla 
1 describe la clasificación establecida Orla- Jensen.  
Tabla 1. Clasificación de los Lactobacilos en los tres grupos tradicionales establecidos por 
Orla-Jensen 










Fermentan las hexosas casi 
exclusivamente a ácido láctico por la 
vía Embden-Meyerhoff; no 
fermentan las pentosas  ni el 
gluconato.  
L. delbrueckii  subsp. delbrueckii, L. 
delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus, L.  Acidophilus, L. 
amylophilus, L. amylovorus, L.  animalis, 
L. crispatus, L. farciminis, L. s gasseri,  L. 
helveticus, Lactobacillus jensenii, L. 
ruminis, L.  salivarius, L. sharpeae, 
Lactobacillus vitulinus y L. 
yamanashiensis. 
 
Grupo II  
(Estreptobacterias 





Fermentan las hexosas casi 
exclusivamente a ácido láctico por la 
vía Embden- Meyerhof, al menos por 
algunas especies, hasta ácido láctico, 
ácido acético, etanol y ácido fórmico 
bajo limitantes de glucosa. También 
pueden fermentar las pentosas hasta 
ácido láctico y ácido acético por la vía 
de fosfocetolasa  inducible 
L. agilis,  L. alimentarius, L. bavaricus, L. 
casei subsp. casei, L. casei subsp. 
pseudoplantarum, L. casei subsp. 
rhamnosus, L. casei subsp. tolerans, L. 
coryniformis subsp. coryniformis, L. 
coryniformis subsp. torquens, L.  curvatus, 
L. homohiochii, L. maltaromicus, L.  
murinus, L. plantarum y L. sake. 








Fermentan las hexosas a ácido 
láctico, ácido acético (etanol) y 
dióxido de Carbono (CO2). También 
fermentan las pentosas hasta ácido 
láctico y ácido acético. En general, 
ambas vías involucran a la 
fosfocetolasa.  
 
L. bifermentans, L. brevis, L. buchneri, L. 
collinoides, L. confusus, L. divergens, L. 
fermentum, L. fructivorans, L. fructosus, L. 
halotolerans, L. hilgardii, L. kandleri, L. 
kefir, L. minor, L. reuteri, L. sanfrancisco, 
L. vaccinostercus y L. viridescens. 









1.2.1. Vía homofermentativa  
 
Solo produce ácido láctico si utilizan la ruta Embden- Meyerhoff Parnas al convertir 1 mol 
de glucosa en dos moles de ácido láctico. Produce más del 85% de ácido láctico a partir de 
glucosa y su primer producto es el ácido láctico, las bacterias pertenecientes a este grupo 
poseen enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, pero carecen de la fosfocetolasa, en este grupo 
pertenecen los Lactobacillus termófilos, acidificantes muy energéticos y de actividad 
caseolítica, Streptococcus, de forma esférica, acidificantes rápidos y de poca actividad 
caseolítica.  
Como no poseen piruvato descarboxilasa, transfieren el hidrógeno formado por acción de la 
fosfotriosa, a ácido pirúvico con ayuda de la nicotinamida-adenina-dinucleotido (NAD) y lo 
transforman en ácido.   
Los microorganismos implicados: Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y Streptococus, 
Lactobacillus acidophilus, helveticus, delbrueckii subsp delbruechii, debrueckii subsp lactis, 
delbrueckii subsp bulgaricus, lactis y thermophilus. (De Sousa Oliveira et al., 2012) 
1.2.2. Vía Heterofermentativa 
 
Bacterias heterofermentativa producen cantidades equimolares de lactato, CO2 y etanol a 
partir de glucosa usando la hexosa monofosfato o la vía de las pentosas lo cual generan la 
mitad de energía en comparación de la homofermentativa. Metabolizan hexosas a través de 
la ruta glicolílitica de Embden–Meyerhoff. Estas especies usan solamente la fosfocetolasa 
dependiendo de la vía para el metabolismo del azúcar, y además producen cantidades 
significativas de ácido acético o etanol con la generación de dióxido de carbono (De Sousa  
Oliveira et al., 2012). 
Microorganismos implicados: Lactobacillus incluyendo: plantarum, rhamnosus, 










1.3. Cepa Lactobacillus casei  
 
La denominación L. casei se utilizó por primera vez en 1919 y su nomenclatura está 
relacionada con la palabra queso y caseína (la principal proteína de la leche). El grupo de 
Lactobacillus casei ha sido uno de los más estudiados genéticamente, donde cada especie es 
capaz de formar subespecies, las cuales se caracterizan por presentar algunas variaciones en 
parámetros como temperatura óptima de crecimiento, capacidad para fermentar 
carbohidratos específicos, entre otras. Tabla 2. 
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(Rodríguez Cantú, 2006) 
 
La cepa de L. casei es un tipo de bacteria anaerobia Gram positiva que se encuentra en el 
intestino y boca de los humanos (De Roissart H, 1994). Esta bacteria productora de ácido 
láctico, es utilizada en la industria láctea para elaboración de alimentos probióticos que 
pudieran utilizarse como suplemento alimento-funcional (que contienen microorganismos 
vivos beneficiosos para la salud del organismo huésped) ó en el mercado farmacéutico 
(tratamientos de restablecimiento de flora intestinal). Se ha reportado una amplia lista de 
contribuciones y propiedades funcionales probióticas de L. casei su resistencia a rangos 
amplios de pH, su capacidad de mejorar la digestión, la tolerancia a la leche y como 
profiláctico en diarrea. 
 
 






Tabla 3. Propiedades funcionales probióticas de Lactobacillus casei 
Efecto Referencia 
Efecto antimicrobiano Brink y Todorov (2006) 
Disminución de colesterol Liong y Shah (2006) 
Disminución de diarreas por infecciones 
gastrointestinales Isolauri y Kalia (1993), (Kinoshita et al.,2007) 
Coadyuvante en la digestión de la 
lactosa Gaon y Doweck (1995). 
Estimulador del Sistema inmune Ortiz , Andrellucchi, Sánchez Villegas, (2008)  
Regulador de las funciones intestinales Brink y Todorov (2006) 
Competidor bacteriostático de flora 
patógena a nivel intestinal 
Ingrassia y Leplingard (2005); Parassol y 
Freitas (2005) 
Elaboración propia 2018.  
 
1.4. Cepa Lactobacillus rhamnosus  
Es una bacteria Gram-positiva aislada en 1983 por Barry R. Goldin y L. Sherwood Gorbach 
(de ahí el reconocimiento con las letras GG) en los intestinos de un sujeto humano. Es una 
de las cepas bacterianas ampliamente estudiada por carácter probiótico. Es muy utilizada en 
varios productos alimenticios generalmente en el sector lácteo como yogures, leche 
pasteurizada y queso semiduro. L. rhamnosus GG son reconocidos generalmente para ayudar 
a mantener un "buen equilibrio" de la microflora a nivel intestinal y por prevenir el 
crecimiento de bacterias dañinas. Debido a que el uso del probióticos de L. rhamnosus GG 
es relativamente nuevo, aún no había sido aprobado por la FDA para el tratamiento de 
ninguna enfermedad (Dartmouth-Hitchcock Cáncer Center). La propiedad funcional 
probiótica L. rhamnosus GG siempre ha sido de inmunidad en sus diferentes formas. Nótese 











Tabla 4. Propiedades funcionales probiótica Lactobacillus rhamnosus 
Efecto Referencia 
Efectivo en prevenir la diarrea asociada a 
antibióticos DAA en niños y adultos Szajewska and Kołodziej (2015) 
Los probióticos parecen ser seguros y tienen 
claros efectos beneficiosos en acortar la 
duración y reducir la frecuencia de las 
deposiciones en la diarrea infecciosa aguda 
Allen et al., (2010) 
Disminuye la incidencia 
de infecciones gastrointestinales Szajewska and Mrukowicz, (2001). 
L. rhamnosus GG mejoran la producción de 
anticuerpos y de aumentar 
los anticuerpos específicos de vacunas tras la 
vacunación 
Wilches  (2005). 
L. rhamnosus GG reduce 
significativamente el riesgo 
de eczema atópico. 
Marschan, et al., (2008). 
Elaboración propia (2018) 
 














Crecen bien pH 
inicial  6,40- 4,50 
óptimo de desarrollo 
entre 5,50 y 6,20 
Son mesófilos, cuya 
temperatura de 
crecimiento óptima 
está entre 15 y los 
35°C 
Vitamina en solución 
1,28% (v/v) 
Glucosa 5,01% (p/v) 
Extracto Levadura: 
6,0% (p/v) 
Elaboración propia (2018) 
  
1.5. Demanda nutricional de las Bacterias Ácido Lácticas 
 
A pesar de las alternativas que brindan las BAL para la industria de los alimentos, también 
se le reconoce la dificultad que representa al cultivarlas por los requerimientos nutricionales. 
El medio de cultivo que brinda los nutrientes adecuados para el desarrollo BAL es el caldo 
Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (ver en Tabla 8) este contiene proteosa peptona, extracto de 
carne, extracto de levadura y la glucosa los cuales constituyen una importante fuente nutritiva 
al aportar en cantidades significativas nitrógeno, carbono, vitaminas y minerales. El 
monoleato de sorbitán, las sales de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el 




crecimiento bacteriano y puede inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El citrato 
de amonio actúa como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas (Mora 
N., 2007). 
Las vitaminas son los factores de crecimiento que se necesitan con mayor frecuencia, ya que 
funcionan formando parte de coenzimas. Géneros como Streptococcus y Lactobacillus 
específicamente se destacan por sus requerimientos vitamínicos complejos como es el caso 
de vitaminas B6, cobalamina (vitamina B12) (Mora N., 2007). 
Con respecto a las exigencias nutricionales de las BAL a minerales son pocos conocidos. En 
el año 1977 Ledesma y De Ruiz subrayan la necesidad de Mn2+ y/o de Fe2+ para un buen 
medio de crecimiento. La necesidad de minerales en el metabolismo se explica en primer 
lugar por su función de cofactor para numerosas enzimas.  
Tabla 6. Función de los minerales en el metabolismo de las BAL  
Mineral Función en el Metabolismo 
 
Magnesio 
Estimula el crecimiento de las bacterias lácticas y la producción de ácido láctico, 
ejemplo en L. lactis, Sc.thermophilus y  L .acidophilus.  Es indispensable para muchas 




Sirve para la resistencia del L.plantarum al superóxido. Diversas especies de  
Leuconostoc y todos los Lactobacilos exigen Mn2+  y su variación en la leche explicaría 
la variación en el crecimiento y la  producción de aromas en  Ln.cremoris. Es necesario 
para la actividad de  numerosas enzimas entre ellas la ARN polimerasa, la LDH, la 
enzima  maloláctica, la NADH oxidasa, etc. 
Hierro Transportado por varias moléculas muy afines no tiene efecto  general sobre el crecimiento o sobre la producción de ácido láctico. 
 
Calcio 
No estimularía el crecimiento de las bacterias lácticas salvo el de L. casei y permitirá la 
desintegración de las cadenas de células así como una modificación en su forma en  L. 
acidophilus  que le permite una  mejor resistencia a  la congelación. El lactato formado 
se excreta acoplado con dos protones, en este flujo hay formación de ATP por una 
ATPasa de membrana dependiente de Ca2 +/ Mn2+. 
Potasio 
Es necesario para la regulación del pH intracelular. Su concentración es alta y se exige 
para el crecimiento de L. helveticus y L. casei. Otros iones monovalentes Na+, NH4+, 
entran en competición con el K+ 
Cadmio Contaminante de la leche a baja concentración puede inhibir el crecimiento y la producción de ácido en L.delbrueckii subsp.lactis,  L.helveticus y  Sc. thermophilus. 
Cobre 
 
Inhibe el crecimiento de las bacterias lácticas (L. casei,  L.debrueckii subsp.bulgaricus, 
Sc.thermphilus) en la leche y la  producción de ácido láctico a concentraciones entre 10-
2 y 10-4 mM 
Adaptado (Mora N., 2007) 
 




1.5.1. Aislamiento de Bacterias Ácido Lácticas. 
 
Actualmente en el mercado se encuentra muchos medios de cultivo para el aislamiento y 
diferenciación de las bacterias ácido lácticas, sólo algunos de ellos se los considera 
efectivamente selectivos (Stanley, 1998); (Hassan y Frank, 2001). Ver Tabla 7. 
Normalmente, los medios de cultivo más utilizados para aislar bacterias lácticas son: el M17 
para Lactococcus spp. (Terzaghi y Sandine, 1975) y el MRS para Lactobacillus spp. (De 
MAN et al., 1960) para Leuconostoc spp el MSE (Mayeux et. al., 1962).  
Según Centeno et al., (1996) al aislar las bacterias lácticas (BAL) presentes en leche de vaca, 
en agar MRS a pH 5,50 un 42% fueron lactobacilos y un 40% Lactococcus. Según estudios 
para aislar estos tipos de microorganismos se debe tener en cuenta algunas variables como la 
temperatura y el pH, por ejemplo, el M17 es utilizado a 37ºC para el aislamiento de S. 
thermophilus y a 25ºC para Lactococcus spp. Sin embargo, se ha comprobado también que 
muchos de éstos medios no son absolutamente selectivos, pudiendo ocasionar errores en la 
identificación de las especies (Poullet et al., 1993); (Centeno et al., 1996); (Elortondo et al., 
1998). 
Así, Centeno et al., (1996) al aislar las bacterias lácticas (BAL) presentes en leche de vaca, 
observaron que de las 106 cepas de BAL aisladas en agar MI7, un 55% fueron Lactococos y 
un 32% fueron Enterococos; de las 118 cepas de BAL aisladas en agar MRS a pH 5,5 un 
42% fueron Lactobacilos y un 40% Lactococos y de las 78 cepas de BAL aisladas en agar 
MSE un 72% eran Leuconostoc. De acuerdo con los criterios de Coppola et al., (1988) estos 
resultados son muy bajos para medios de cultivos selectivos 
Tabla 7. Medios de cultivo más utilizados para aislar bacterias ácido láctico.  
Microorganismos Agar 
Lactobacillus spp MRS (De Man Rogosa y Sharpe) 
Lactococcus spp. M17 (Broth) 
Leuconostoc spp. MSE (Mayeux, Sandine y Elliker) 
Escherichia coli EMB (Eosin Methylene-blue Lactose 
Sucrose) 
Leuconostoc APT (American Public Health Association) 
Fuente: Adaptado (Marth, 2001) 
 




1.5.2. Medio de cultivo De Man Rogosa et Sharpe 
 
El medio de cultivo MRS fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe (1960) como un medio 
de enriquecimiento, cultivo y aislamiento de Lactobacillus y otras bacterias ácidas lácticos 
desde diferentes tipos de muestras, tanto clínicas como provenientes de alimentos (Nilsson 
et al., 2002) y Leal et al., 2002). Sobre sus 13 constituyentes se puede decir que la fuente de 
carbono, nitrógeno y otros se encuentra en la presencia de glucosa, peptona y extracto de 
carne, los cuales son elementos necesarios para el crecimiento bacteriano. En la tabla 8 
muestra la composición típica en gramos por litro del caldo MRS según Scharlau. 
Tabla 8. Composición MRS caldo-Fórmula (en gramos por litro) 
Componentes Concentración 
Peptona proteosa No 3 10,0 
Extracto de carne 8,0 
Extracto de levadura 4,0 
D(+) Glucosa 20,0 
Acetato de sodio 5,0 
Citrato triamonio 2,0 
Fosfato dipotásico 2,0 
Polisorbato 80 1,0 
Sulfato de Magnesio 0,2 
Sulfato de manganeso 0,05 
pH 6,2 +/- 0,2 a 25°C 
 
El magnesio, el manganeso, polisorbato y acetato son los cofactores presentes en el medio, 
mientras que el citrato de amonio es un inhibidor de flora Gram negativa. Este medio exhibe 
bajo índice de selectividad permitiendo el crecimiento de especies de Pediococcus y 
Leuconostoc y otras bacterias secundarias.  
1.6. Lactosuero  
 
El lactosuero es un subproducto líquido que se obtiene a partir de la precipitación de la 
caseína en la elaboración del queso y ha sido considerado por años como un desecho 
(Carvalho F., Prazeres A. R. y Rivas J. 2012). Aproximadamente 90% del total de la fase 
acuosa de la leche utilizada en la industria quesera es eliminada como lactosuero y en ella se 
concentran gran parte de las sustancias solubles que varían considerablemente dependiendo 
del tipo de queso que se ha elaborado y la tecnología empleada. Entre los más abundantes de 
estos nutrientes están la lactosa (4,5-5,0% p/v), proteínas solubles (0,60-0,80 % p/v), lípidos 




(0,4-0,5% p/v) y sales minerales (8-10% de extracto seco) (Muñi et al., 2005), (Londoño, 
2006), (Panesar et al., 2007). 
 
En el sector lácteo es uno de los mayores contaminantes del agua, especialmente en la 
elaboración de quesos, debido al componente residual denominado lactosuero; teniendo en 
cuenta que por cada kilogramo de queso elaborado se generan 9 L de suero, alcanzando una 
producción anual de 110 millones de toneladas en el mundo de este residuo (Rojas, Montaño 
y Bastidas, 2015). Este aumento en la producción está asociado al incremento en la 
producción de queso y productos lácteos per se y a los avances científicos y tecnológicos 
para la recuperación de los subproductos del suero (FAO, 2012). De acuerdo con las cifras 
de DANE (2012), la producción de leche en el año 2012 fue cercana a los 13 millones de 
litros diarios; es decir, aproximadamente 4.700 millones de litros al año. 
 
A pesar del valor nutricional del lactosuero es descartado en volúmenes significativos al 
medio ambiente, causando problemas de contaminación a ríos y suelos, tanto el suero dulce 
como el suero ácido convirtiéndose en potentes contaminantes; estos nutrientes genera 
aproximadamente 3,5 kg de demanda biológica de oxígeno (DBO) y 6,8 kg de demanda 
química de oxígeno (DQO) por cada 100 kg de lactosuero líquido (Muñi et al., 2005), siendo 
la lactosa, el principal componente de sólidos que contribuye a la alta DBO y DQO (Ghaly y 
Kamal, 2004); (Mukhopadhyay et al., 2005); (Koutinas et al., 2009); (Almeida et al., 2009). 
Otro factor que influye en la recuperación de este subproducto es el alto costo de la tecnología 
utilizada para la extracción de proteínas, lactosa entre otros compuestos y el tratamiento para 
el proceso de secado del suero lácteo (Saddound et al., 2007). Según lo mencionado, el 
lactosuero es uno de los residuos más estudiados y se han realizado muchos esfuerzos para 
explorar alternativas para el aprovechamiento del lactosuero y así mitigar el impacto 
ambiental (Koutinas, et al., 2009).  
El aprovechamiento de este residuo radica principalmente en su contenido de proteína y su 
alta concentración de lactosa (Aider, et al., 2007). Las proteínas (lactoalbúminas y 
lactoglobulinas) de alta digestibilidad y alto valor nutricional son utilizadas como aditivos 
alimentarios para emulsifcación, estabilización, formación de espumas y gelificación 




Adicionalmente, en procesos biotecnológicos como material pared en encapsulaciones (De 
wit J.N., 1989).   
 
1.6.1. Características y propiedades del lactosuero  
 
El suero lácteo es un líquido claro de color amarillo que se separa de la cuajada durante la 
fabricación del queso o de la caseína. Aproximadamente el 90% del peso de la leche utilizada 
para la elaboración del queso contiene entre el 6 y 6.4% de extracto seco, es decir la mitad 
de la materia seca de la leche (Cáceres y Jerez A. 2006). La mayor parte del agua contenida 
en la leche se concentra en el suero lácteo y en ella se encuentran todas las sustancias solubles, 
como la lactosa, proteínas solubles, sales minerales (Aider, 2007). 
 
El suero lácteo, contiene un poco más del 25% de las proteínas de la leche, cerca del 8% de 
la materia grasa y aproximadamente el 95% de la lactosa (el azúcar de la leche), por lo que 
resulta un inmenso desperdicio de nutrientes al no usar el lactosuero como alimento (Parra, 
2009).  
 
Las proteínas del suero lácteo están compuestas en un 50% aproximadamente, β- lacto 
globulina, 30% de α-lactoalbúmina, un 10% de globulina y un 10% de proteosas-peptonas 
en las que se engloban las lactoferrinas (proteínas rojas), la albúmina, la glicoproteína y las 
enzimas (nucleasas, lactoperoxidasas, xantina oxidasa, lipasa estereasa, amilasa, fosfatasa 
ácidas y alcalinas, lisozima, aldosa, catalasa, inhibidor de la tripsina, lactosa sintetasa entre 
otras. (Hinrichs et al., 2004) 
 
1.6.2.  Tipos de lactosuero  
 
Se clasifica en lactosuero dulce, el cual es el líquido sobrante de la precipitación de las 
proteínas por hidrólisis específica de la k-caseína, por coagulación enzimática, con pH 
próximo al de la leche inicial y sin variación de la composición mineral. El Lactosuero ácido, 
es un líquido sobrante obtenido después de la coagulación ácida o láctica de la caseína; 
presenta un pH cercano a 4,50 debido a la producción de ácido láctico y alto contenido de 
minerales (más del 80% de los minerales de la leche de partida) (Ramírez-Navas, 2008). En 
la Tabla 9 se detalla la composición nutricional del lactosuero dulce y ácido, evidenciándose 




que el suero dulce contiene mayor lactosa y mayor proteína con respecto al ácido (Parra 
Huertas R.A., 2009). 
Tabla 9. Composición de Lactosuero 
Componentes Lactosuero dulce (g/L) Lactosuero ácido (g/L) 
Sólidos totales 63,0- 70,0 63,0 – 70,0 
Lactosa 46,0 – 52,0 44,0 – 46,0 
Proteína 6,0 – 10,0 6,0 – 8,0 
Calcio 0,4 – 0,6 1,2-1,6 
Fosfato 1,0- 3,0 2,0- 4,5 
Lactato 2,0 6,4 
Cloruros 1,0 1,1 
Fuente: Panesar, et al., 2007 
1.7. Tendencias y usos del lactosuero con fines biotecnológicos.  
 
Recientemente se ha tomado conciencia de la importancia que tiene el lactosuero debido a su 
elevado valor nutricional tanto para el hombre como para animales (Abaigar, 1982). Un 
número significativo de reportes científicos, avalan el uso de lactosuero con fines 
biotecnológicos, debido a que el lactosuero posee todos los macro y micronutrientes y 
elementos traza que los microorganismos necesitan para realizar el proceso fermentativo 
(Cury et al., 2014); (Ramírez-Navas, 2008); (Londoño, 2008); (Urribarrí, et al., 2004); (Yang 
y Silva, 1995).  
 
En proceso biotecnológico destacan que el lactosuero es una excelente materia prima y sería 
un desperdicio no utilizarlo, sin embargo, para procesos de fermentación en la industria el 
lactosuero, principalmente el desproteinizado, no es una buena fuente de nitrógeno orgánico, 
necesario para el crecimiento de muchos microorganismos industriales. Para lograr 
crecimientos microbianos satisfactorios es conveniente suplementar. Aun así, han reportado 
investigaciones con células inmovilizadas utilizando lactosuero desproteinizado logrando 
una alta productividad de biomasa celular (Yang y Silva., 1995).  
 
Una variedad de productos se puede obtener a partir de la fermentación de lactosuero (Yang 
et al., 1995), usándolo preferiblemente desproteinizado. Productos tales como ácidos grasos, 
ácidos orgánicos, alcoholes, bacteriocinas, bebidas, biomasa, biogases, biopolímeros, 
enzimas, insecticidas, solventes, tensoactivos, vitaminas y otros (Castillo et al., 1996); 
(González, 1996); Londoño et al., (2008) describen el desarrollo una bebida fermentada a 




base de suero lácteo fresco inoculando Lactobacillus casei, concluyeron que la composición 
físico-química de la bebida, almacenada a 4°C, no tuvo una variación significativa durante 
el período de 21 días de conservación. Los microorganismos permanecen viables en la bebida 
alcanzando valores superiores a 106 UFC/mL.  
 
En otra investigación titulada producción de ácido láctico a partir de suero de leche, 
utilizando Lactobacillus helveticus ATCC 8018 en cultivo continuo. Emplearon suero 
desproteinizado y suplementado con 20 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de peptona 
trípsica de caseína. Los resultados obtenidos en esta investigación respecto al rendimiento de 
biomasa y ácido láctico fueron de 6,20 y 1,83 kg/m³ respectivamente. Estos resultados 
revelan y sugieren el potencial uso del lactosuero como sustrato para bacterias homolácticas 
(Urribarrí, et al., 2004).  
 
1.8. Selección del método de estabilización de la biomasa láctica probiótica  
 
Diversas investigaciones se han realizado sobre los métodos más utilizados para la 
estabilización de probióticos los más comunes son tres la microencapsulación de probióticos; 
liofilización, secado por aspersión y pulverización en lecho fluidizado (Citado por Cayra et 
al., 2017) 
Sin embargo, a la hora de escoger una de ellas,  se tuvo en cuenta  los factores físicos como 
la temperatura, humedad y agitación que afectan su supervivencia y costos.  La selección del 
método  se realizó mediante una  revisión bibliográfica teniendo en cuenta criterios de 
búsqueda  como metodología de microencapsulación de microorganismos probióticos y 
conservación de la viabilidad y funcionalidad de los microencapsulado.   
 
El secado por congelamiento o también denominada liofilización es una de las técnicas más 
importantes, convenientes y exitosas para la preservación a largo plazo de microorganismos 
probióticos (Chávez y Ledeboer, 2017; Strasser et al., 2009), sin embargo resulta ser 
muy costoso y laborioso para ser desarrollado a escala industrial por su largo tiempo de 
procesamiento (Augustin y Hemar, 2009).  
 




Por el contrario, el método de secado por pulverización en lecho fluidizado o FBD por sus 
siglas en inglés, permite recuperar un mayor porcentaje de células viables debido a sus bajas 
temperaturas de proceso. Sin embargo una desventaja es su aprovechamiento energético y 
velocidad de deshidratación son elevados.  
 
Otro contraste es el secado por aspersión es el método más común de encapsulación de 
ingredientes alimenticios, por ser más económico comparado con otras técnicas (Semyonov 
et al., 2010), fácil disponibilidad de equipamientos, costos de procesamiento bajo, buena 
estabilidad del producto final y flexible. (Favaro-trindade et al., 2010). Se usa exitosamente 
con vitaminas (C, E), ácido fólico, aromas, orégano, coronela, aceite de cardamomo, 
bacterias probióticas, lípidos, ácido linoleico, aceites vegetales; minerales como hierro; 
pigmentos de antocianina y leche entre otros alimentos.  
 
El secado por aspersión proporciona una eficiencia de encapsulación relativamente alta. La 
mayor eficiencia de encapsulación que se alcanza con el secado por aspersión, se encuentra 
entre 96 y 100%. Castrillón Z.  et al., (2016). Es una técnica que consume menos tiempo y 
energía, por lo que es consideraba para este trabajo de investigación una alternativa rentable 
para conservación de los microrganismo sensibles al calor. En la tabla 10 se muestra algunos 



















MATERIAL PARED / 
PREBIOTICO RELACIÓN ALMECENAMIENTO ARTÍCULO AUTORES 







Tiempo 180 días 
Microencapsulation of 
bifidobacteria by spray 
drying in the presence 
of prebiotics 




Stephanie S. Pinto 
Fabio S. Murakami 
(2012).  
T°  
Salida 55 ± 3 °C 
Flujo Alimento 6 ml /min Oligofructosa 
Flujo de Aire  35 m3 h-1 Inulina enriquecida 
con Oligofructosa Temperatura 4  °C y  18 ° C 
Presión 
0,7 Mpa 





Raftilosa P95 1,0:1,0 
RSM 
T 25 °C 
92  días 
Cellular injuries and 
storage stability of 
spray-dried 
Ananta E.,, M 
Volkert, D. Knorr 
(2005)  
T° Salida  80 °C 
T 37 °C 
70   días 
Flujo Alimento 5 ml / min 
RSM/Rafilosa 
T 25 °C 
42   días 
Flujo de 
 Aire    
Polidextrosa Solidos  20%p/v 
T 37 °C , 




T 25 °C , 
79   días 
  T 37 °C , 35   días 
T° Entrada  
100,115 y 
 130 °C 
Jugo de 
frambuesa Maltodextrina 
1,0:1,0 Mayor % de 
supervivencia  
después del secado 
(81.17%): T entrada 
100, T salida : 68-74 





  Optimization of microencapsulation of 
probiotics in raspberry 
juice by spray 
Anekella 
Valérie Orsat  
(2012) 
T° Salida 87-92 °C 
Flujo Alimento 10,15 y 20 ml/min 1,0:1,2 
 
Flujo de 
 Aire  
30 m3 h-1 1,0:1,5 





1.8.1. Secado por aspersión 
 
Los alimentos en polvo han ganado gran importancia en la industria alimentaria, siendo el 
secado por aspersión una de las técnicas de secado rápido más utilizadas para secar materiales 
sensibles al calor, este proceso transforma la materia prima a partir de un estado líquido a 
una forma de partícula granulada o aglomerada secada por medio de aire caliente (Edrisi y 
Langrish, 2016); (Enríquez et al., 2013); (Keshani et al., 2015). Debido al hecho que la masa 
y la energía se transfieren en un tiempo corto y que el producto se puede mantener en 
temperaturas bajas (en su mayor parte menor a 80°C) y tiempos de residencia de segundos a 
fracciones de segundos, lo hace ideal para alimentos, donde el producto es con frecuencia 
sensible a la temperatura, así también a productos con propiedades corrosivas y abrasivas, y 
donde sea importante mantener las propiedades naturales (el color, la aroma, etc.) (Boeff, F 
et al., 2000). 
1.8.2. Tecnología Secado por Aspersión (Spray drying –SD-) para microorganismos 
probióticos. 
 
Durante décadas se ha utilizado el secado por aspersión como una herramienta eficaz para 
conservar la viabilidad de los microrganismos probióticos. La encapsulación o 
microencapsulación es una forma de inmovilización celular, las microcápsulas son partículas 
esféricas con membranas semipermeables, definiéndose como una forma especial de 
empacar, en la que un material en particular puede ser cubierto de una manera individual para 
protegerlo del ambiente y de influencias desfavorables. En un sentido amplio, la 
microencapsulación provee un medio para envasar, separar y almacenar materiales a escala 
microscópica, para una posterior liberación bajo condiciones controladas (Pedroza, 2002); 
(Shuler y Kargi, 2002). 
El secado por aspersión, es uno de los procesos más prometedores para la producción de 
probióticos secos, debido bajo costo de operación, mantenimiento, además del alto grado de 
supervivencia de los microorganismos (Papapostolou et al., 2008) por tanto es una alternativa 
para la preservación y la concentración de los microorganismos (Sunny-Roberts, 2008).  




Obtener probióticos secos por aspersión con un número elevado de bacterias viables es 
deseable porque permite incrementar el tiempo de almacenamiento de las cepas, facilita el 
transporte y finalmente permite utilizarlo con su incorporación para el desarrollo de 
alimentos funcionales. (Gillian et al., 2002); (Wen-Chian et al., 2001); (Ananta et al., 2004); 
(Luna-Solano et al., 2004).  
1.8.3.  Componentes del secado por aspersión  
 
Un secador spray, como se muestra en la Figura 1, implica cuatro etapas de operación:  
(1) La atomización de la alimentación líquida en la cámara de pulverización 
(2) El contacto entre la pulverización y el medio de secado 
(3) Evaporación de la humedad  
(4) Separación de los productos secos con la corriente de aire. En la etapa de atomización, 
el líquido a granel se rompe en un gran número de pequeñas gotas. 
La elección del atomizador es más importante en el logro de la producción económica de 
productos de alta calidad (Fellows, 1998). Existen varios tipos de atomizador como el 
rotatorio, por boquilla de presión y de dos boquillas atomizadoras de fluido (Masters, 1979); 
(Phisut, 2012).  
 
 
Figura 1. Etapas del proceso de secado por aspersión SA. 
Autor: Santos Morales (2014) 
 




Los parámetros más importantes que tienen que ser controlados en un proceso de SA son:  
o Material de alimentación: Temperatura, Caudal, concentración inicial.  
o Atomización: Presión de alimentación (boquilla) Presión de aire, velocidad 
de rotación del atomizador.  
o Flujo de aire de entrada: Temperatura, caudal, humedad. 
o Flujo de aire de salida: Temperatura, humedad (Igual et al., 2014); (Woo y 
Bhandari, 2013); (Phisut, 2012). 
 
1.8.4. Materiales pared utilizados en microorganismos probióticos 
 
Los materiales utilizados para el diseño de las cápsulas deben ser grado alimenticio (GRAS), 
biodegradables y capaces de formar una barrera entre la fase interna y su alrededor (Nedovic 
et al., 2010). Las bacterias ácido lácticas probióticas son ampliamente utilizada por su 
carácter funcional, sin embargo, una de las desventajas del empleo de probióticos en el 
procesamiento de alimentos se debe a la estabilidad y viabilidad, que se afecta por factores 
ambientales como humedad, temperatura y pH, y puede generar un descenso progresivo 
durante la aplicación de los procesos tecnológicos. Para brindar los beneficios funcionales 
que prometen estos microorganismos deben permanecer en un nivel de viabilidad no menor 
a 106 UFC/mL en producto en el momento del consumo (Ministerio de la Protección Social, 
2011).  
Una alternativa para mitigar el impacto de la célula probiótica mediante el desarrollo 
tecnológico y que garantice su viabilidad es utilizar las microcápsulas durante la aplicación 
en el alimento. La matriz que más se emplea como material pared en los probióticos incluye 
principalmente polisacáridos, oligosacáridos, lípidos y proteínas de diferentes orígenes (ver 
Tabla 11). Dentro los oligosacáridos tipo jarabe de maíz, sucrosa y maltodextrina, donde esta 
última se utiliza principalmente como material pared en técnicas de secado por aspersión por 
su efecto protector frente a altas temperaturas y como agente estimulante del crecimiento de 
probióticos (Shokri et al., 2015); (Ávila et al., 2014); (Hernández et al., M., 2010); (Rajam 
et al., 2015). Algunos autores, reportan el uso de prebióticos tales como almidón resistente, 
inulina y fructo-oligosacáridos (FOS) en las mezclas de materiales pared con beneficios 




evidentes en la viabilidad del encapsulado (Rajam y Anandharamakrishnan, 2015); 
(Rodríguez-Barona et al., 2012); (Fritzen et al, 2012). 
 
Tabla 11. Materiales utilizados para encapsulación 
Material para Encapsular Cobertura 
Gomas k-carrageno, alginato, acacía, agar 







monoglicéridos, aceites, grasas, ácido 
esteárico, trisetearina 
Proteínas Gluten, caseína, albúmina 
Materiales inorgánicos Sulfato de calcio, silicatos 
  
Autor: (Desai y Park, 2005). 
1.8.5. Características generales de la inulina como material encapsulantes.  
 
De acuerdo al criterio de Lara (2011), La inulina es un polisacárido no digerible por las 
enzimas del tracto gastrointestinal humano pero sí fermentable por las bacterias colónicas. 
Madrigal y Sangronis (2007), definen a la inulina como un carbohidrato de almacenamiento 
presente en muchas plantas, vegetales, frutas y cereales y por tanto forma parte de nuestra 
dieta diaria, La inulina y sus derivados (oligofructosa, fructooligosacáridos) son 
generalmente llamados fructanos, que están constituidos básicamente por cadenas lineales de 
fructosa. 
Roberfroid (Citado por Chanantita et al., 2014), Agrega que debido a sus propiedades 
nutricionales y fisiológicas, la inulina se ha utilizado cada vez más como un ingrediente 
versátil en alimentos funcionales procesados como los reemplazos de grasas y azúcares o 
suplementos de fibra. Según Pérez y Peláez (2017), la inulina es considerada como grupo de 
carbohidratos resistentes a la digestión por las enzimas del intestino delgado y fermentado en 
forma parcial o total en el colon, con efectos favorables en la salud.  
Mientras que  Chanantita et al., (2014), menciona que la inulina en los alimentos cumplen 
las dos funciones principales de fibra dietética soluble y prebiótica. Con un beneficio 




adicional que es fuente potencial de fibra dietética en muchos productos alimenticios 
manufacturados es que no puede ser digerido por las enzimas del intestino delgado humano. 
Entre otras propiedades beneficiosas a la salud de la inulina, se mencionan: el refuerzo de las 
funciones inmunológicas,  aumento de la biodisponibilidad de minerales, la mejora del 
metabolismo de las grasas y de la respuesta glicémica (Franck A., 2006). En la literatura se 
encuentra algunos trabajos de investigación donde citan efectos benéficos de la aplicación de 
los agentes prebióticos inulina y FOS como material pared, sobre las propiedades físicas de 
los polvos y la viabilidad de las cepas probióticas (Rodríguez et al., 2016). 
1.8.6. Estructura Química de la Inulina  
 
De la achicoria se obtiene el polisacárido complejo α-D-glucopyranosil, (β-D-
fructofuranosyl) y β-D-fructofuranósido con un número de polimerización de entre 2 y 70 
unidades (Marquina y Santos 2003). La oligofructosa derivada de la achicoria contiene tanto 
cadenas simples de fructosa, como cadenas de fructosa con glucosas terminales (Niness, 
1999). (Figura 2.). 
 
Figura 2. Estructura química de la inulina  
Con una molécula terminal de glucosa (β-D-glucopiranosil) (A) y con una molécula terminal de 
fructosa (β –D-frutopiranosil) (B) 
 
A pesar que tiene una estructura compleja es escasamente hidrolizada en el estómago e 
intestino delgado, sin la formación de monosacáridos y es fermentada por la microflora del 
intestino delgado, lo que da como resultado la formación de pequeñas cadenas de ácidos 
grasos, ácido láctico y gases (Gonzáles et al, 2015). Por esto, la inulina no incrementa la 
glicemia y puede ser utilizada como ingrediente en los alimentos para diabéticos. La 




ingestión de inulina por largos períodos de tiempo reduce los niveles de triglicéridos en la 
sangre e incrementa la relación HDL/LDL (Delzeme et al., 1993). 
1.8.7. Características generales de la maltodextrina como material encapsulantes 
 
Madene et al., (Citado por Guevara y Bretòn, 2008), Las maltodextrinas son un subgrupo 
importante de los carbohidratos, estas se forman por la hidrólisis parcial del almidón de 
maíz por medio de enzimas o ácidos. 
Unas de las ventajas es son  inodoras, incoloras, permiten la formación de polvos de libre 
flujo sin enmascarar el sabor original García et al., (Citado por Parra, 2011) y  está disponible 
en diferentes pesos moleculares y son extensivamente utilizados en la industria de alimentos 
(Madene et al., 2006), (Sáenz et al., 2009). 
Se utiliza la maltodextrina, principalmente como material pared en técnicas de secado por 
aspersión por su efecto protector frente a altas temperaturas y como agente estimulante del 
crecimiento de probióticos. shokri et al.,(Citado en Araùjo et al., 2015).  Se ha determinado 
que para microencapsulación son más efectivas las MD con 10-20 equivalentes de dextrosa. 
La aplicación de la MD en el proceso de encapsulación está asociada a la baja viscosidad a 
altos contenidos de sólidos, buena solubilidad, capacidad de formar películas y bajo costo 
(Madene et al., 2006).  De acuerdo a la  FDA como sustancia GRAS (Generally Recognized 
as Safe). (Avaltroni y Bouquerand, 2004). La Food Drug Administration (FDA) define a las 
maltodextrinas como un polímero sacárido nutritivo no dulce que consiste en unidades de D-
glucosa unidas principalmente por enlaces α (1-4) y que tienen un equivalente de dextrosa 









Figura 3. Estructura química de la maltodextrina 
Unidades de D-glucosa unidas con enlaces α (1-4) y con un bajo número de enlaces α-(1,6) en 
posición aleatoria. 






La inteligencia no sólo es el conocimiento,  
sino también es la destreza de aplicar  
los conocimientos en la práctica (Aristóteles). 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Esta investigación se llevó a cabo en el laboratorio de Ciencias de Alimentos de la   
Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales.  
2.1. Materias primas 
✓ Las cepas Lactobacilos casei y Lactobacilos rhamnosus y el medio comercial 
MRS fueron adquiridos a través de una casa comercial (Annar Diagnóstica 
Import, Colombia), la cepa fue reactivada y conservada en crioviales a -4°C.  
✓ El lactosuero empleado en los ensayos fue adquirido a través de la casa 
comercial HUNIBOR S.A (Ficha técnica ver anexo 1.), la inulina extraída de 
la raíz de achicoria y el extracto levadura fueron adquiridas a través de la casa 
comercial TECNAS, los micronutrientes sulfato de magnesio, sulfato de 
manganeso y fosfato de dipotásico de referencia Scharlau - Annar Diagnóstica 
Import. 
 
2.1.1. Acondicionamiento del lactosuero o Desproteinización  
 
El lactosuero empleado en los ensayos fue re suspendido adicionando 54,56 g del polvo en 1 
L de agua destilada, posteriormente se llevó a un tratamiento térmico hasta ebullición con 
agitación suave. Consecutivamente se deja en reposo por 30 min. Para separar el permeado 
del concentrado del lactosuero, se realizó por  centrifugación con un tiempo de 15  minutos 
a 5500 rpm. El permeado utilizado en el transcurso del trabajo se denominó  lactosuero 
desproteinizado. El lactosuero desproteinizado fue suplementado y posteriormente auto 
clavado a 121 grados centígrados por 20 minutos.  
 




2.1.2. Suplementación del lactosuero.  
 
 Con el fin de realizar ensayos preliminares que permitieran determinar el tipo de 
suplementación que debía hacérsele al lactosuero, se formularon 5 medios a partir de 
lactosuero desproteinizado. La suplementación del lactosuero se realizó con diferentes 
formulaciones de acuerdo a los requerimientos nutricionales definidos para las cepas en 
estudio. La tabla 12 describe las formulaciones consideradas. 
Tabla 12. Formulaciones para el crecimiento de las cepas probióticas 
 Formulaciones  Suplemento Concentración 
Suero Lácteo 
desproteinizado 
1 Lactosuero sin suplementar  
54,56 g/L 
2 Prebiótico Inulina (INU) 12,70 g/L 
3 Extracto de Levadura (EL) 4,0 g/L 
4 
Sulfato de magnesio 
Sulfato de manganeso 






Extracto de Levadura 
Sulfato de magnesio 
Sulfato de manganeso 






*Fosfato dipotásico  es de grado alimenticio con fórmula química  K2HPO4. 
2.2. Instrumentos y métodos utilizados para el análisis físico químico del lactosuero 
   
● El pH se midió con un titulador automático METROHM con electrodo de pH de 
METTLER TOLEDO.  
● La biomasa se determinó turbidimétricamente midiendo la absorbancia del medio a 
una longitud de onda de 560 nm, según el Método 962.37 de la A.O.A.C. (1995). 
● La cuantificación de azúcares y ácido láctico se realizó por cromatografía de líquidos 
de alta resolución (HPLC), las condiciones de trabajo fueron fase móvil de 0,0025 N 
de H2S04: Temperatura de columna de 35°, Volumen de inyección 20 µL. 
●  El nitrógeno se midió por el método Kjeldahl (AOAC) siguiendo el método de la 
AOAC (1997).  
● La cantidad de proteína se determinó como el porcentaje de nitrógeno multiplicado 
por el factor 6,38. 




● Los sólidos totales y cenizas se determinaron según el método gravimétrico ISO 2171 
(1993). 
 
2.3. Reactivación de los microorganismos y preparación del inóculo bacteriano. 
La obtención de la biomasa para las cepas Lactobacillus casei ATCC 393 y la Lactobacillus 
rhamnosus ATCC 9469 consistió en dos fases: 
- Fases de pre-inóculo o “Reactivación de la cepa” las cepas conservadas en glicerol 
al 1% como agente criogénico fue sembrada en 10 mL de caldo M.R.S con los 
microorganismos puros ya sea para Lactobacillus casei ATCC 393 ó L. rhamnosus 
ATCC 9469, se incubó a una temperatura de 37°C durante 12 horas. 
- Fase de inóculo o de obtención de biomasa, el pre-inoculo se transfirió a un frasco 
que contenía 100 mL de MRS caldo y se incubó nuevamente durante 24 horas a 37°C, 
esto se realizó con el fin de alcanzar más rápido la fase de crecimiento. Transcurrido 
el tiempo, se centrifugó (5000 rpm) por 5 minutos y el botón celular se re- suspendió 
en agua destilada estéril. con el fin de evitar interferencias por el color del medio. 
Frecuentemente se realizó coloración de Gram para verificar la pureza de los 
microrganismos (Ver  en anexo 2).  
2.4. Condiciones experimentales de la fermentación  
 
La fermentación ácido láctica se llevó a cabo en un frasco de vidrio tipo Schott con un 
volumen de 250 mL. El inóculo utilizado fue del 10% v/v, fue estandarizado y ajustado para 
cada uno de los tratamientos con una suspensión células de 107 UFC/mL cuya lectura de D.O 
era de 1.263 nm.  Las fermentaciones fueron monitoreadas durante 24 horas a una 
temperatura de 37°C.  En todos los casos los ensayos fueron llevados en paralelo con el 
cultivo en caldo MRS bajo similares condiciones, la Figura 4 muestra el diagrama del 
procedimiento.  
Antes de iniciar la fermentación en cada una de las formulaciones el pH fue ajustado 
dependiendo el caso con ácido sulfúrico (H2SO4) 1N e hidróxido de sodio 1N. Se esterilizó 
cada tratamiento en autoclave a 105 ° C por 15 minutos. 
 















A: Pre inóculo las cepas conservadas en glicerol al 1% con agente criogénico fueron  sembradas en 10 mL de 
caldo M.R.S. B: El pre-inoculo se transfirió a un frasco que contenía 100 mL de MRS caldo y se incubó 
nuevamente durante 24 horas a 37°C. C: Transcurrido el tiempo, se centrifugó (5000 rpm) por 5 minutos y el 
botón celular se re- suspendió en agua destilada estéril. D: La fermentación ácido láctica se llevó a cabo en un 
frasco de vidrio tipo Schott con un volumen de 250 mL. El inóculo utilizado fue del 10% v/v. E: La densidad 
óptica (DO) de la biomasa fue medida en un equipo Spectronic a una longitud de onda de 540 nm. 
 
Figura 4. Procedimiento general del proceso de reactivación y fermentación de las cepas L. 
casei ATCC 393 y L. rhamnosus ATCC 9469. 
 
2.5. Determinación del crecimiento celular 
 
El seguimiento al crecimiento celular se describe a continuación:  
La densidad óptica (DO) de la biomasa fue medida en un equipo Spectronic a una longitud 
de onda de 540 nm. Se tomó 1 mL de la muestra se llevó a un tubo eppendorf y se centrifugó 
por 5 min a 6000 rpm, luego se descartó el sobrenadante, posteriormente se resuspendió el 
botón celular en agua destilada, este proceso se realizó por duplicado con el fin de eliminar 
las posibles interferencias del caldo, en todos los casos el blanco utilizado fue agua destilada. 
Se definió la relación densidad óptica Vs recuento de células viables, se llevó a cabo 
aplicando una  ecuación cuadrática que los relaciona. En este caso las cepas probióticas de 
Lactobacillus casei ATCC-393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 fueron cultivadas en 
caldo MRS y cada hora se realizó un muestreo para recuento de las UFC/mL, 
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simultáneamente fue tomado en cada caso y por duplicado el valor de la absorbancia a 540 
nm. Con los datos obtenidos se determinó la ecuación de correlación.  
En todos los casos se siguió el método descrito por (Dalgaard et al., 1994); (Chorin et al., 
1997); (McClure et al., 1993).  
Las ecuaciones descritas a continuación muestran la correlación establecida:  
Lactobacillus casei:  
Y abs = 1,53E+09 abs/UFC/mL X - 2,80E+08 UFC/mL   R² = 0,97    X = UFC 
 
Lactobacillus rhamnosus:  
Y abs = 1,7598x abs/UFC/mL x +7,109 UFC/mL   R²= 0,95  X = UFC 
 
2.6. Análisis cinético de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus casei aplicando el 
modelo matemático de Gompertz. 
 
Para cada una de las fermentaciones desarrolladas en este trabajo de investigación los 
parámetros cinéticos fueron ajustados a un modelo primario de crecimiento que describe la 
tasa máxima específica de crecimiento (μmáx.) y la duración de la fase de latencia (TLag). 
El modelo utilizado fue la ecuación modificada de Gompertz, debido a su amplio uso para la 
modelización de curvas sigmoidales (Marks, 2008), se caracteriza por representar el 
crecimiento microbiano en cuatro fases (fase Lag o de adaptación, fase de crecimiento 
exponencial o logarítmica, fase estacionaria y fase de muerte) como se observa en la figura 
5. 
 
Figura 5. Modelo de Gompertz. Fuente: Coll-Cárdenas et al., (2011) 




El uso de este modelo modificado de Gompertz ha sido aplicado para describir este tipo de 
comportamiento se ha visto documentado en varios trabajos de investigación entre ellos 
Valbuena et al., (2005), León H et al., (2014).  
 
El modelo modificado de Gompertz (Gibson et al., 1988) se describe con la siguiente 
ecuación (Ec1): 
 
(Ec 1)                      LOG 10 (N) = A + C e -2 –e B (T-M)  
Dónde:  
N: Es el número de células a tiempo t, en términos de LOG UFC mL-1 
A: El valor asintótico cuando el tiempo decrece indefinidamente, con valor aproximado al 
logaritmo del número inicial de células, expresado como LOG (UFC mL)  
C: Es la diferencia entre el valor superior e inferior de la asíntota (número de ciclos de 
crecimiento) LOG UFC mL  
B: Es la velocidad de crecimiento cuando t= M (h -1) 
M: es el tiempo requerido para alcanzar la velocidad de crecimiento máxima (hs) 
A partir de esta ecuación, μmáx, λ se calculan por combinación de los parámetros A, C, B y 
M (Gibson et al., 1988; McMeekin et al., 1993) (Eq. 2 y 3).  
(Ec 2)       μmáx = (BC)                                               
                                        e 
 
(Ec 3)                      λ=M- (1/B) + Log10 (No) –A  
                                                              BC/e 
 
Dónde: 
 e = 2,718 y No hacen referencia al tamaño inicial de la población en LOG (UFC ml-1). 
Este proceso permitió disminuir a un mínimo la diferencia entre los datos experimentales y 
los valores ajustados por el modelo, los cuales se representan como residuales. La 
verificación de la bondad de los modelos empleados en cada caso, se llevó a cabo mediante 
la construcción de gráficos. La bondad del ajuste de los datos experimentales al modelo 




primario se estableció mediante el coeficiente de determinación (R2 ajustado) y el valor del 
cuadrado medio del error (CME). Utilizando los parámetros de ajuste del modelo de 
Gompertz, se calcularon la fase de adaptación (Lag), la velocidad máxima de crecimiento 
exponencial (μm) y el tiempo de generación (Tg), como parámetro microbiológico a ser 
utilizados para efectos de predicción de crecimiento de la población en un tiempo de 24 horas.  
 
De estos parámetros se derivan: 
✓ Velocidad específica de crecimiento (µ) = (b*c) / (EXP (1)) 
✓ Duración de la fase de latencia = (M− 1) /B 
✓ Tiempo generacional = tg(h) = (LOG (2) *EXP (1)) /(B*C) 
 
2.7. Estabilización de la biomasa láctica. 
La biomasa obtenida en los ensayos de fermentación realizados en los medios formulados 
fue estabilizada mediante la encapsulación con secado por aspersión en un Spray dryer 
empleando maltodextrina e inulina como materiales pared. 
2.7.1. Preparación de las suspensiones material pared 
 
Las dispersiones del material pared a evaluar fueron preparadas al 20% p/v considerando las 
mezclas: inulina (Inu): 50 g/L y maltodextrina (MD): 50 g/L, estas concentraciones fueron 
diluidas en lactosuero desproteinizado, posteriormente homogeneizadas con un dispersador 
ultraturrax Micra D-1 (ART Moderne Labortechnik, Germany). Las dispersiones fueron 
dejadas en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente (20 ±2 °C). 
2.7.2. Inoculación de las suspensiones de encapsulación 
 
La reactivación de las cepas probióticas se realizó como se detalla en el descriptor 2.3 del 
capítulo II. Posterior a la obtención de la biomasa viable debidamente lavada, es transferida 
al medio de cultivo que se optimizo para ambos casos L. casei y L. rhamnosus y como medio 
control el MRS. La fermentación se realizó en frasco de 1000 mL, las condiciones operativas 
se desarrollaron sin agitación y un pH inicial de 6.0. Se incubo durante 24 horas a 37°C. La 
biomasa cosechada fue centrifugada a (5000 rpm). Consecutivamente refrigerada a 4°C, para 
su uso. La biomasa adicionada a las suspensiones fue aproximadamente de 109 UFC/mL.  




2.7.3. Encapsulación por secado por aspersión 
 
Las suspensiones previamente inoculadas con las cepas probióticas fueron sometidas a 
secado por aspersión con un Spray Dryer Delta con una entrada de aire 80±5ºC, temperatura 
de salida 45 ±3ºC, rendimiento de la bomba 0.08% y un tiempo disparadores 80 min. Los 
polvos obtenidos de cada cepa fueron empacados al vacío en bolsas de barrera media (Bopp 
metalizado/Pa/Pe), Tecnas, Colombia) y almacenados en refrigeración hasta su uso. En la 
figura 6. Se observa el proceso general de la estabilización de la biomasa probiótica mediante 












Figura 6. A) Suspensiones con microorganismos B) Alimentación, C) Aspersión D) Secado, 
E) recolección del producto, F) proceso de sellado, G) producto empaquetado.  
 




Para determinar el porcentaje de solubilidad de cada uno de los polvos se siguió la 
metodología desarrollada por Eastman y Moore (2005). Se tomó 1,0 g de base seca de la 
muestra en 100 mL de agua destilada, y se agitó en vórtex durante 30 segundos.  La solución 
se colocó en un tubo y centrifugó a 3000 gravedades durante 5 minutos usando una centrífuga 

















25 mL del líquido sobrenadante y se transfirieron a cápsulas previamente pesadas, 
posteriormente se llevó a una estufa a 105°C hasta peso constante. El porcentaje de 
solubilidad se determinó mediante la diferencia del peso inicial menos el peso final sobre el 
peso inicial (Cano, 2005); (Li et al, 2013).  
2.8.2. Higroscopicidad.  
 
Sobre una malla de poro fino se pesó aproximadamente 1,0 g de los respectivos polvos, el 
montaje fue colocado en un recipiente de vidrio hermético con solución saturada de NaCl 
(75,3% de HR) durante una semana a 25°C en incubadora análoga marca BINDER 
(Memmert). Después de 1 semana, las muestras se pesaron. La higroscopicidad se expresó 
como g de humedad adsorbida por 100 g de sólidos secos (g 100 g-1) (Fritzen-Freire et al., 
2012). La higroscopicidad se expresó en términos de % de humedad (base húmeda) (Álvarez 
et al., 1991). 
2.9. Rendimiento y viabilidad de la encapsulación 
 
2.9.1. Rendimiento del proceso 
 
Se pesó la cantidad de polvos obtenidos en el secado y se dividió por el total de los sólidos 
en la encapsulación (Tonon et al., 2008).  
 
Rendimiento del proceso = 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑒𝑠 
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑒𝑠
∗ 100 
 
2.9.2. Liberación del Lactobacillus rhamnosus y casei del microencapsulado  
 
Para la liberación de las cepas probióticas microencapsuladas, se adaptó la metodología 
descrita por Brinques et al., (2011) en el cual un gramo de muestra del encapsulado es diluido 
en 9 mL de agua de peptona y posteriormente sometido a agitación en vórtex a 180 
gravedades durante un minuto. Posteriormente a la rehidratación y solubilización de las 
cápsulas se tomó un mililitro y se realizaron diluciones seriadas en 9 mL de agua peptonada 
tamponada. Se sembraron 100 µl en agar MRS y se llevó a incubación durante 24 horas a 
37°C. Cada tratamiento se realizó por duplicado.  




2.9.3. Viabilidad de los microencapsulados. 
 
Para evaluar la viabilidad y el efecto encapsulante de la inulina y maltodextrina, sobre las 
cepas probióticas L. casei y L. rhamnosus, se realizó conteo en placa para evaluar el número 
de células viables (UFC/mL), en agar MRS incorporando azul de anilina al 0,3%. Las 
muestras fueron incubadas a 37°C durante 48 horas según el protocolo descrito por 
Semyonov et al., (2010).  Posteriormente las  muestras fueron almacenadas en refrigeración 
con una temperatura  de 3,0 ±05°C, posteriormente se  les realizó recuentos de células viables 
cada ocho días.   
La operación consistió en pesar 1,0 g de material del polvo, para su posterior hidratación en 
9 mL de agua peptonada bufferada al 0,1%, seguido de homogeneizado en vórtex y reposo 
durante 30 minutos, con el objeto de liberar el componente activo (L. casei y L. rhamnosus) 




) ∗ 𝟏𝟎𝟎   Ec. 4 
   
Dónde: logN y logNo son el número de células viables encapsuladas y las inoculadas, 
respectivamente. 
2.9.4. Micrografía electrónica ambiental (ESEM) 
 
La morfología y tamaño del material microencapsulado se observó mediante un microscopio 
electrónico tipo ESEM (Enviromental Scanning Electron Microscope, marca Philips Modelo 
XL30, USA) con aceleración de voltaje entre 25 y 30kV y presión de 0,80 Torr (Rodríguez-
Barona et al., 2012). Las observaciones a diferentes aumentos pretendían evaluar la 
estructura, aspecto y tamaño de las partículas generadas durante el proceso.  
 
  





“Convendría sentir menos curiosidad por las personas y  
Más por las ideas."  
Marie Curie  
 
3. DISEÑO Y EVALUACIÓN DE UN MEDIO DE CULTIVO A BASE DE 
LACTOSUERO Y SUSTANCIAS PREBIÓTICAS QUE PERMITAN LA 
OBTENCIÓN DE BIOMASA EN PROPORCIONES COMPARABLES AL MRS 





Actualmente la producción de biomasa probiótica a escala industrial es muy limitada debido 
al alto costo del sustrato que se utiliza comercialmente. Una alternativa a este problema es 
utilizar un sustrato factible y económico, como el lactosuero por su contenido nutricional y 
su carácter de residuo. En este capítulo inicialmente se evaluó el crecimiento de las bacterias 
lácticas probióticas (Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469) 
en un medio formulado con suero lácteo suplementado con extracto de levadura, fibra 
prebiótica, una mezcla prediseñada de minerales y micronutrientes simulando las 
condiciones del caldo comercial MRS.  
Con base en estos resultados se formuló un medio de cultivo a base de lactosuero y se evaluó 
su desempeño respecto al MRS, considerando el rendimiento en biomasa como parámetro de 
respuesta.  Para evaluar el efecto de la concentración de inulina y extracto de levadura sobre 
el rendimiento de la biomasa se utilizó un diseño factorial completo 32, donde los factores 
fueron la concentración de inulina y extracto de levadura, cada uno con tres niveles.  
Los resultados para Lactobacillus casei en una relación de inulina y extracto de levadura de 
2,80 y 4,30 g/L, respectivamente, mostraron un crecimiento máximo de biomasa de 14,05 
LOG UFC/mL, en comparación con el medio comercial MRS en el que se obtuvo 14,19 LOG 
UFC/mL.  Para el caso del   Lactobacillus rhamnosus el diseño validado con relación de 
inulina 2,0g/L y extracto de levadura 4,90 g/L arrojaron un crecimiento máximo de 12,54 
LOG UFC/mL, en comparación con el medio de cultivo tradicional MRS con 12,60 LOG 
UFC/mL. 




Palabras claves: Superficie de respuesta, Medio de cultivo, lactosuero, biomasa, probiótico 
L.  casei, L.  rhamnosus. 
Introducción  
 
Debido a las propiedades fisicoquímicas que tiene el suero lácteo y la influencia funcional 
que tienen las bacterias ácido lácticas como L. casei y L. rhamnosus, resulta interesante 
obtener biomasa láctica a partir de este sustrato y poder utilizarlo como suplemento 
alimentario-funcional (como aditivo o administrado independientemente), y/o en el mercado 
farmacéutico (para tratamientos de restablecimiento de flora intestinal). El crecimiento de las 
BAL se encuentra condicionada a la presencia de una fuente de carbohidratos solubles y 
productos de degradación de proteínas definida por la relación C: N, factores de crecimiento 
y vitaminas; otra característica de las condiciones óptimas de desarrollo para estos 
microorganismos es que deben presentar una baja tensión de oxígeno.  
Existen algunos métodos estadísticos que son utilizados como herramientas efectivas que 
permiten obtener una rápida aproximación hacia los factores clave que afectan el crecimiento 
celular (Ren et al., 2008). El uso de diseños experimentales tanto para la estandarización 
como para la optimización de medios de cultivo está bien documentado (Gómez, Gretel, et 
al., (2006); (Gao y Gu, 2007); (Pérez et al., 2001). No obstante, la aplicación de estos diseños 
debe hacerse de forma lógica y subsecuente para lograr una buena aproximación a las 
concentraciones que maximizan el efecto sobre la variable de respuesta, teniendo en cuenta 
las diferencias fisiológicas que puedan presentar los microorganismos de interés. La 
metodología de Superficie de Respuesta (RSM) empleada en esta investigación es una 
herramienta muy práctica y es usualmente la técnica que se utiliza para el modelado y análisis 
de datos experimentales que prueban diversas variables a la vez y permite reducir el número 
de pruebas a realizar. 
El presente trabajo tiene como objetivo diseñar un medio de cultivo a base de lactosuero y 
sustancias prebióticas que permitan la obtención de biomasa probiótica en proporciones 
comparables al MRS.  
 
 




3.1. Materiales y Métodos  
 
3.1.1. Reactivación de microorganismo y condiciones experimentales de la fermentación  
 
El protocolo empleado en la obtención de la biomasa para las cepas L. casei ATCC 393 y 
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469, así como las condiciones experimentales se detallan 
en el capítulo 2 apartado 2.3 
3.1.2. Diseño experimental  
 
Para evaluar el efecto de la concentración de inulina y extracto de levadura sobre el 
rendimiento de la biomasa, se utilizó un diseño factorial completo 32, donde los factores 
fueron la concentración de inulina y concentración de extracto de levadura, cada uno con tres 
niveles.  
Para determinar los niveles de los factores, inicialmente se hicieron ensayos preliminares, 
teniendo en cuenta la cantidad de Glucosa 20 g/L, peptona 18 g/L y extracto de levadura 4,0 
g/L del MRS, por lo que se seleccionaron concentraciones de 8, 12 y 16 g/L para la inulina 
y 4, 8 y 12 g/L para el extracto de levadura. Como variable de respuesta el rendimiento de 
biomasa a las 24 horas del proceso (LOG UFC/mL) la cuales fueron medidas a través del 
método turbidimétricos de densidad óptica.  Los resultados obtenidos en cada caso se 
compararon con el medio de cultivo MRS. Con los resultados de los ensayos preliminares se 
determinó el rango de los factores para la elaboración del diseño experimental. 
Para el análisis de los resultados, se utilizó la metodología de superficie de respuesta, 
ajustando los datos a un modelo de segundo orden (ecuación 5), para determinar la 
significancia de las variables en el modelo se utilizó el ANOVA con un nivel de significancia 
de 0,05 mediante el programa estadístico STATGRAPHICS versión 16.0.  
 
(Ec. 5) 
                      
Dónde:  




y: es la respuesta pronosticada ß0, ßi, ßii y ßij son los coeficientes de regresión para el 
intercepto y el lineal, coeficientes cuadráticos e interacciones, respectivamente.  Xi y Xj son 
variables independientes, k = 2, es decir, el número de variables independientes.  
Para determinar los valores óptimos de los factores a los cuales se obtiene la máxima cantidad 
de biomasa para ambas cepas, se utilizó el software estadístico STATGRAPHICS versión 
16.0.  
Estudio cinético: Para determinar los parámetros cinéticos, los datos experimentales se 
ajustaron al modelo matemático de Gompertz, utilizando el software Origin Pro versión 8.1 
teniendo como variable de respuesta la concentración de biomasa de Lactobacillus 
rhamnosus y casei (LOG UFC/mL).  
3.2. Resultados y Discusión  
 
Formulación y caracterización físico química del lactosuero. 
Los resultados de la caracterización del lactosuero entero y desproteinizado se muestran en 
la Tabla 12. Se observa un pH que clasifica al lactosuero como ácido; para ser considerado 
un lactosuero dulce debería presentar un pH > 6,0. (Abaigar, 2009).  El lactosuero entero 
tuvo un pH de 5,8 y el lactosuero desproteinizado un pH de 5,06; es importante resaltar que 
para el desarrollo de esta investigación se trabajó con lactosuero desproteinizado (LD) que, 
por el rango de pH encontrado, se clasificaría como un lactosuero ácido que presenta un 
potencial redox (Eh) de 157,5 mV. (Alais, Ch. 2003); (Grass 2008). 
Se esperaba que el pH del lactosuero descendiera luego de ser sometido al tratamiento 
térmico para la desproteinización, ya que las proteínas principales del lactosuero vienen 
dadas por α-lactoalbúmina y β-lactoglobulina la cuales tienden a precipitarse a una 
temperatura de 90 a 100°C lo que representa una proteína ácida con un punto isoeléctrico 
alrededor de 4,3. (Hernández, García, Cruz, 2012). En la composición de lactosuero 
desproteinizado se redujo el nitrógeno a 0,24% v/v con respecto al lactosuero entero que 
cuenta con un valor de contenido de nitrógeno de 0,94% v/v. El contenido de Proteína en el 
lactosuero desproteinizado se encuentra en el rango promedio establecido (0,60 g/dL-1,5 
g/dL) y suelen ser aproximadamente el 50% v/v del contenido proteico de la leche (Teniza, 
2008). 









pH 5,06   ± 0,30 5,8 ± 0,05 
Nitrógeno 0,24 % 0,94% 
Proteína (Pr) g 1,59   ± 0,30 5,80 ± 0,02 
Cenizas g 0,22  ± 0,02 0,53 ±  0,01 
Densidad g/mL 1,02  ± 0,04 1,04 ± 0,01 
Glucosa g/L 1,00  ± 0,69 1,70 ± 0,92 
Lactosa g/L 37,68 ± 6,11 53,79 ± 0,63 
Ácido láctico 
g/L 
0,33   ±  0,08 1,8 ±  0,10 
Valores establecidos en la curva de calibración lactosa 80g/L, 
glucosa 40g/L y ácido láctico 20g/L por el método de HPLC.                            
 
El valor encontrado para proteínas en el lactosuero desproteinizado utilizado en este estudio 
fue de 1,59 ± 0,30 g/dL que es una concentración superior a la reportada por otros autores y 
que oscila entre 1,08 – 1,26 g/dL (Hernández, 2012); (Teniza, 2008); (Cuartas, 2005). 
Cuando el lactosuero se somete al proceso de desproteinización, propiedades como el pH y 
los contenidos de nitrógeno, proteína, cenizas, lactosa y ácido láctico presentan ciertas 
variaciones como se puede apreciar en la tabla 12. Ensayos similares a los realizados en este 
estudio con lactosuero desproteinizado reportaron una densidad de 1,026 g/mL, y una 
concentración de nitrógeno del 0,22% V/V,  exceptuando el parámetro del  ácido láctico de 
0,99g/L (Escobar et al., 2010) los cuales son muy alejado a los alcanzados en este trabajo.  
3.3. Ensayos preliminares del comportamiento de L. casei ATTC 393 y L. rhamnosus 
en las diferentes formulaciones de medios propuestos.  
 
En la primera etapa del trabajo de investigación se realizaron ensayos preliminares para 
evaluar el comportamiento cinético de las cepas probióticas en diferentes formulaciones con 
caldos a base de lactosuero desproteinizado suplementado y sin suplementar, simulando las 
condiciones propias del MRS.  
Esta actividad se desarrolló para ambas cepas probióticas, que consistió en evaluar 5 
formulaciones de lactosuero a saber: I) Lactosuero desproteinizado sin suplementar (LDSS), 
II) Lactosuero desproteinizado con extracto de levadura (LDEL), III) Lactosuero 




desproteinizado con minerales (LDM), IV) Lactosuero desproteinizado con inulina (LDI), 
V) una mezcla de los tres anteriores (LDT) y se utilizó el MRS como medio de control.  
3.3.1. Comportamiento del Lactobacillus casei ATCC 393 
 
En la Figura 7 se muestra de manera simplificada la máxima población obtenida en Log 
UFC/mL en cada una de las formulaciones evaluadas a las 24 horas de incubación. El análisis 
de varianza mostró que hay una diferencia estadística significativa (p < 0,05) entre los 
resultados obtenidos para el Log UFC /mL de los diferentes tratamientos.  
 
Figura 7. Comportamiento del L. casei en los diferentes tratamientos a las 24 horas. Medias y 
95,0% de Fischer LDS. 
 
En este primer ensayo se puede observar que el medio suplementado con extracto de levadura 
produjo una concentración de biomasa cercana a la obtenida en caldo MRS, tal como lo 
indicó la prueba de Tukey; estos resultados coinciden con algunos autores indicando que el 
extracto de levadura aporta nitrógeno y vitaminas del complejo B y favorece el crecimiento 
celular (Vásquez et al., 2009). Se observa también que el tratamiento con lactosuero 
desproteinizado con todos los ingredientes tuvo una producción de biomasa similar al MRS, 
situación que se esperaba por su semejanza en composición al caldo MRS y en el aporte de 
requerimientos nutricionales para las cepas. Sin embargo, la prueba de Tukey mostró que no 
hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos para la muestra crecida en MRS, 
LDSS y LDEL.   
En la Tabla 14 se muestran los parámetros cinéticos de Lactobacillus casei en las distintas 
formulaciones y en la Figura 8 se observa su crecimiento con respecto al tiempo.  
 






Tabla 14. Comportamiento de Lactobacillus casei en las distintas formulaciones. 
Parámetros cinéticos MRS LDSS LDEL LDM LDI LDT 
Máxima Población  Log10 
UFC/mL 12,33 10,96 11,62 9,30 9,69 11,36 
A 
6,58 6,49 6,23 6,62 6,16 6,29 (log Población inicial) 
Log10 UFC/mL 
C 
5,75 4,46 5,39 2,67 3,53 5,09 Producción neta de biomasa 
Log10 UFC/ml 
B 
0,70 0,67 0,73 0, 42 0,78 0,79 (Max Vel. crecimiento) 
µ ( h-1) 
Tiempo mínimo Tg (h) 0,82 1,03 0,94 1,64 0,88 0,87 
M  (tiempo Max Velocidad 
crecimiento) (h ) 5,0 5,0 6,0 6,0 9,0 9,0 
R2 0,95 0,92 0,95 0,89 0,9 0,95 
 
A continuación, se explica detalladamente cada una de los fenómenos presentados en cada 
una de las formulaciones planteadas:  
3.3.2. Comportamiento del Lactobacillus casei ATCC 393 en el lactosuero desproteinizado 
sin suplementar (LDSS). 
 
 La concentración de biomasa generada para este ensayo fue de 10,96 LOG UFC/mL con una 
velocidad máxima de crecimiento (µ) de 0, 67 h-1 comparado con el medio comercial MRS 
que obtuvo 12,33 LOG UFC/mL y µ = 0,70 h-1. Ahora bien, si observamos la producción 
neta generada de biomasa (C), en esta formulación se produjo 4,46 LOG UFC/mL en 
comparación con el MRS que obtuvo 5,75 LOG UFC/mL. La diferencia encontrada del LDSS 
con relación a los parámetros cinéticos comparado con el MRS, aunque es diferente y menor, 
la diferencia no es tan grande como se esperaría. Esto puede deberse a que el lactosuero posee 
aminoácidos esenciales como valina (6,0 g/100 g de proteína), e isoleucina (5,9 g/100g de 




proteína) que son indispensables como factor de crecimiento para el género Lactobacillus 
(Linden y Lorient, 1996). 
En la Figura 8A se muestra el comportamiento de crecimiento exponencial de los 
microorganismos en el medio LDSS. Aunque se evidencia un comportamiento normal de 
crecimiento exponencial, se nota una baja pendiente en esta sección de crecimiento. Entre 
los parámetros cinéticos calculados, se obtuvo un tiempo generacional de 1,03 (h) a 
comparación de 0,82 (h) con el MRS. Aunque se obtuvo una concentración de biomasa 
importante, se deben seguir ajustando las condiciones del medio para obtener un crecimiento 
equilibrado de la cepa probiótica.  
A pesar de que esta formulación no está suplementada, una de las propiedades interesantes 
de este sustrato es el complejo vitamínico que posee como el complejo B. Podemos 
considerar que este medio sin suplementar sería favorable por su calidad nutricional y bajo 
costo para una formulación alternativa del medio de cultivo. Se ha reportado que aumentando 
la concentración de lactosa a 70% con un inóculo del 10% v/v de L. casei, se podría obtener 
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3.3.3. Evaluación de Lactobacillus casei en lactosuero suplementado con inulina (LDI). 
 
En la Figura 8B se observa el comportamiento de L. casei en lactosuero suplementado con 
inulina, donde mostró un crecimiento bajo de 9,69 LOG UFC/mL similar al LDM con 9,30 
LOG UFC/mL los cuales son valores muy lejanos al obtenido con el medio MRS (12,33 LOG  
 
UFC/mL). Si observamos los parámetros cinéticos en la tabla 12, la producción neta de 
biomasa obtenida en el LDI fue de 3,53 LOG UFC/mL, una µ= 0,78 h-1y un tiempo mínimo 




Figura 8. Comportamiento del Lactobacillus casei en el lactosuero desproteinizado formulado 
y sin suplementar comparado con MRS. 
A) LDSS: Lactosuero desproteinizado sin suplementar, B) LDI: Lactosuero desproteinizado con inulina, C) 
LDEL: Lactosuero desproteinizado con extracto de levadura, D) LDM Lactosuero desproteinizado con 
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las condiciones necesarias que debe tener el lactobacilo para tener una buena duplicación 
celular. Su comportamiento podría deberse a la saturación del caldo en ciertos componentes 
mínimos, debido a que el lactosuero contiene sus propios azúcares, pero sumado a esto el 
porcentaje de concentración de inulina utilizado tampoco sería el adecuado. De acuerdo al 
sistema fisiológico de la bacteria, estaría comprometida la membrana celular en promover el 
intercambio de nutrientes, recordando que las bacterias ácido lácticas carecen de la habilidad 
para sintetizar citocromos y porfirinas (componentes de la cadena respiratoria) y por lo tanto 
no pueden generar ATP por la creación de un gradiente de protones. 
Sin embargo, en un estudio previo de Chramostová, et al., (2014), referencian que el 
crecimiento bacteriano del L. casei y L. acidophilus recae en la influencia del pH en el 
metabolismo de la inulina en condiciones de fermentación aerobia. En otro trabajo de 
investigación, James, et al., (2017) comprobaron que existe mayor crecimiento de biomasa 
de L. casei a pH 7,0 con inulina grado molecular y a pH 7,50 con inulina grado reactivo. 
Lactobacillus spp., produce inulinasa que es la enzima predilecta para cortar los enlaces β-
1,2 de la inulina, convirtiendo al FOS en monómeros de glucosa y fructosa. Investigaciones 
previas indican que la acción de la inulinasa sobre la inulina varía según el pH; la enzima 
degrada una molécula de inulina de manera completa a pH 5,0 -7,0  mientras que a pH bajos 
la inulinasa degrada moléculas mediante el rompimiento de enlaces de manera aleatoria, 
(Abdullah, 2003).  
De acuerdo a lo anterior, se puede concluir que, si se optimiza la concentración de inulina y 
los parámetros de la fermentación, podríamos mejorar el rendimiento celular. Es importante 
conservar la inulina ya que permite combinar la cepa probiótica con prebióticos y así formar 
productos simbióticos, en los cuales el prebiótico constituye una fuente energética que 
incrementa la supervivencia intestinal de las bacterias beneficiosas (Fook et al., 1999). En 
trabajo de nuestro grupo de investigación (en proceso de publicación) se encontró que los 
cultivos en caldo MRS suplementados con inulina, las cepas probióticas mejoraron 
considerablemente su supervivencia en el almacenamiento posterior a la estabilización 
mediante secado por aspersión, de esta manera se podría pensar que el crecimiento en caldo 
suplementado con inulina traería beneficios a futuro en la estabilidad de las cepas tras su 
incorporación a sustratos alimenticios. 




3.3.4. Comportamiento de Lactobacillus casei en lactosuero suplementado con extracto 
levadura (LDEL). 
 
L. casei cultivado en LDEL obtuvo una población celular máxima de 11,62 LOG UFC/mL, 
en comparación con 12,33 LOG UFC/mL obtenida con el medio comercial MRS. La 
inclusión de extracto de levadura aporta principalmente nitrógeno y vitaminas del complejo 
B que permiten mejorar favorablemente el crecimiento celular. La producción neta generada 
de biomasa (C) fue de 5,39 LOG UFC/mL, una µ= 0,73 h-1y un mínimo Tg de 0,94 (h), 
valores muy cercanos al MRS con biomasa neta de 5,75 LOG UFC/mL, µ=0,70 h-1y un Tg 
de 0,82 (h). Es de anotar que el incremento en el logaritmo del número de microorganismos 
a medida que avanza el tiempo es muy similar tanto para MRS y LDEL.  Los resultados 
mostraron que la suplementación con extracto de levadura arrojó resultados comparables en 
cuanto al comportamiento cinético y la biomasa producida con MRS como se observa en la 
Figura 8 C. Es fundamental mantener una formulación con extracto de levadura ya que 
permite mejorar el rendimiento celular debido principalmente al aporte de nitrógeno y 
vitaminas del complejo B. 
3.3.5. Evaluación de Lactobacillus casei en lactosuero suplementado con minerales (LDM) 
 
Los minerales utilizados para esta formulación son los que hacen parte de los micronutrientes 
del medio de cultivo MRS, a saber: fosfato de potasio, sulfato de magnesio y sulfato de 
manganeso. El magnesio y manganeso actúan favoreciendo el crecimiento óptimo de los 
lactobacilos. La producción de biomasa neta (C) generada fue de 2,67 LOG UFC/mL, con 
una µ= 0,42 h-1y un mínimo Tg de 1,64 (h); este rendimiento es el más bajo que se presentó 
comparado con todas las formulaciones estudiadas y más aún cuando se compara con el 
MRS. A pesar que el comportamiento generado de biomasa no fue el deseado, la necesidad 
de incluir los minerales en el metabolismo se explica en primer lugar por su función de 
cofactor para numerosas enzimas (Mora N., 2007). A pesar que las exigencias nutricionales 
de las BAL, cuando se refiere a minerales, son poco conocidas, en el año 1977, Ledesma y 
De Ruiz subrayan la necesidad de Mn2+ y/o de Fe2+ para un buen medio de crecimiento de 
bacterias lácticas. 




Este comportamiento puede responder a que las concentraciones de sales añadidas en el 
lactosuero desproteinizado son insuficientes para soportar un crecimiento robusto de biomasa 
como el que se presenta al utilizar MRS, como se muestra en la Figura 8 D.  
3.3.6. Comportamiento de Lactobacillus casei en lactosuero suplementado con todo 
(prebiótico, extracto de levadura y minerales), (LDT). 
 
El rendimiento celular en esta formulación es muy similar a la preparación realizada con 
LDEL, tal como se observa en los parámetros cinéticos presentados en la Tabla 13. Aunque 
todos los parámetros cinéticos obtenidos para esta formulación, están por debajo de los 
obtenidos con el medio MRS.  
Sin embargo, las diferencias no son abismales con respecto al porcentaje de producción 
máxima de biomasa el LDEL 12,67 LOG UFC/mL lo que representa un 94,34%, LDT  12,43 
LOG UFC/mL con 92,55%, indicando que fueron las mejores preparaciones, acercándose a 
lo obtenido con el medio comercial MRS 13,43 LOG UFC/mL que valida el 100%.  
La producción neta generada de biomasa (C) fue de 5,09 LOG UFC/mL, una µ= 0,79 h-1 y 
un mínimo Tg de 0,87 (h), valores muy cercanos al MRS con biomasa neta de 5,75 LOG 
UFC/mL, µ=0,70 h-1 y un Tg de 0,82 (h). A pesar que el LDT contiene todos los ingredientes, 
la formulación de LDEL obtuvo una mayor producción de biomasa neta con 5,39 LOG 
UFC/mL. Es interesante analizar que el medio con todos los ingredientes no tuvo un 
comportamiento superior al LDEL. Por lo tanto, podría decirse que el extracto de levadura 
es suficiente para soportar un crecimiento robusto de L. casei (al compararlo con MRS) y no 
necesitaría de la adición de minerales ni de inulina; otra variable puede ser que las 
concentraciones planteadas de inulina y de minerales no son óptimas para obtener un buen 
crecimiento.  
3.4. Comportamiento de Lactobacillus rhamnosus ATCC 393 en las distintas 
formulaciones.  
A nivel experimental y para propósitos investigativos, es importante evaluar otra cepa 
probiótica del mismo género, en este caso L. rhamnosus. Esto se hace con el fin de 
documentar condiciones de sustrato y de cultivo que permita generar alternativas para la 
optimización del medio de cultivo para su potencial uso industrial en el crecimiento de 
bacterias ácido lácticas. La Figura 9 muestra una primera aproximación del comportamiento 




del L. rhamnosus en las diferentes preparaciones formuladas. Se puede observar, tal y como 
lo amplifica la prueba de Tukey, que el extracto de levadura generó una concentración de 
biomasa cercana al MRS, fenómeno muy similar a lo ocurrido con la cepa de L. casei.   
 
Figura 9.  Comportamiento del L. rhamnosus en los diferentes tratamientos a las 24 horas. Medias 
y 95,0% de Fischer LDS. 
 
A continuación, se detallará el comportamiento de la cepa probiótica en las diferentes 
formulaciones.  
3.4.1. Evaluación L. rhamnosus en lactosuero sin suplementar (LDSS). 
 
Los resultados obtenidos muestran que el L. rhamnosus ATCC 9469 tiene un comportamiento 
cercano al rendimiento de biomasa 11,23 LOG UFC/mL obtenido con el medio MRS 13,43 
LOG UFC/mL. Los parámetros cinéticos encontrados (ver tabla 13) muestran una producción 
neta de biomasa generada (C) de 4,63 LOG UFC/mL, una µ= 0,66 h-1 y un mínimo Tg de 
1,04 (h). Si se hace contraste con el MRS, la producción de biomasa neta fue de 6,91 LOG 
UFC/mL. Aunque los valores obtenidos no son cercanos al control, el hecho que sin ninguna 
adición haya habido una producción de biomasa apreciable, significa que L. rhamnosus 
encuentra en el lactosuero un sustrato favorable para producir biomasa probiótica, 
recordando que el lactosuero es un compuesto rico en lactosa, principalmente, así como 
proteínas, vitaminas y minerales, que lo hacen fácilmente fermentable particularmente por 
las bacterias ácido lácticas (Pimentel et al., 2007). 
El rendimiento celular encontrado en este trabajo de investigación es mayor al reportado por 
Pimentel et al., (2007), en el cual encontraron una concentración máxima de biomasa viable 
obtenida en lactosuero de 10,47 LOG UFC/mL a las 48 horas, esto pudo deberse a que el 




inóculo planteado por estos investigadores fue del 1% v/v y el lactosuero que utilizaron fue 
un producto fresco, procedente de una fábrica quesera, a diferencia de este trabajo que se 
obtuvo liofilizado de una casa comercial. 
Tabla 15. Evaluación de L. rhamnosus en las distintas formulaciones. 
Parámetros cinéticos MRS LDSS LDEL LDM LDI LDT 
Máxima Población  Log10 
UFC/mL 13,43 11,23 12,67 9,64 9,90 12,43 
A 
6,52 6,60 6,62 6,40 6,34 6,64 (log Población inicial) 
Log10 UFC/mL 
C 
6,91 4,63 6,05 3,24 3,35 5,82 Producción neta de biomasa 
Log10 UFC/ml 
B 
0,78 0,66 0,75 0,67 0,75 0,80 (Max Vel. crecimiento) 
µ ( h-1) 
Tiempo mínimo Tg (h) 0,88 1,04 0,91 1,03 0,92 0,86 
M  (tiempo Max Velocidad 
crecimiento) (h) 4,0 5,0 4,0 4,0 6,0 6,0 
R2 0,96 0,93 0,95 0,90 0,91 0,95 
 
  









Figura 10. Comportamiento del Lactobacillus rhamnosus en el lactosuero desproteinizado formulado 
y sin suplementar comparado con MRS. 
A) LDSS: Lactosuero desproteinizado sin suplementar, B) LDI: Lactosuero desproteinizado con 
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3.4.2. Evaluación de L. rhamnosus en lactosuero desproteinizado con inulina (LDI). 
 
El L. rhamnosus tuvo un comportamiento muy similar al L. casei, cuando son cultivados en 
esta preparación, se observa una producción neta de biomasa de 3,35 LOG UFC/mL para el 
L. rhamnosus comparado con el medio comercial MRS que generó una biomasa neta de 6,91 
LOG UFC/mL. En esta formulación se esperaba que, al adicionar una fuente de carbono 
extra, el comportamiento y rendimiento de biomasa hubiese sido mucho mayor en 
comparación con el resto de los otros tratamientos (ver Figura 10B).  
Este resultado concluye que se debe tener un balance de nutrientes para el crecimiento óptimo 
de L. rhamnosus. De acuerdo a estudios realizados, las BAL tiene la capacidad de asimilar la 
inulina de achicoria la cual presenta enlaces -2→1 que son altamente utilizables por las 
BAL de los géneros Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. (Slavin et al., 2011); 
(Apolinário et al., 2014). Sin embargo, con los resultados obtenidos de esta experiencia para 
ambas cepas probióticas, que tienen similar comportamiento se deduce que la formulación 
de inulina propuesta para el lactosuero es una concentración relativamente alta y lo cual 
conlleva que el medio sea complejo en macronutrientes (carbono), debido que estos se  
encuentra disuelto en el caldo dos azúcares  lactosa y fructosa, lo cual conlleva que el 
microorganismo  no asimile simultáneamente las dos fuentes de carbonos debido a la 
selectividad de la permeasa específica que tiene en la  membrana.  
Cabe resaltar que la lactosa es fosforilada inicialmente durante el paso a través de la 
membrana por medio el sistema enzimático PEP/fosfotransferasa y el transporte se da a 
expensa de una fuerza protón-motriz donde es hidrolizada la -galactosidasa a galactosa y 
glucosa. Este proceso metabólico conlleva a una presión osmótica y un desbalance 
enzimático y es ahí la respuesta tan prolongada de la fase de latencia como se observa en la 
Figura 10 B y la baja producción de biomasa celular.  
 
desproteinizado con minerales, E) LDT: Lactosuero desproteinizado suplementado con extracto de 
levadura, minerales e inulina.  




3.4.3. Evaluación L. rhamnosus en lactosuero suplementado con extracto de levadura 
(LDEL) 
 
El LDEL es el segundo tratamiento con mejor rendimiento de biomasa láctica probiótica con 
12,64 LOG UFC/mL comparado con el MRS de 13,43 LOG UFC/mL. En la Figura 10 D 
muestra el comportamiento con respecto al tiempo. Como se puede observar, la bacteria no 
presenta una fase notable de adaptación y entra directamente a crecimiento exponencial, a 
diferencia de lo encontrado en el crecimiento con MRS que tiene una fase corta de adaptación 
de 2 h. Esto puede deberse a que el extracto de levadura proporciona los nutrientes necesarios, 
en las cantidades adecuadas, para que el microorganismo no tenga que pasar por una fase de 
adaptación. De otro lado, la biomasa neta generada no estuvo muy alejada del valor obtenido 
para MRS, probablemente porque el extracto de levadura suministrado contiene una fuente 
de nitrógeno, aminoácidos y vitaminas del complejo B, entre otros componentes necesarios 
para el crecimiento celular. Sin embargo, su elevado costo perjudica la rentabilidad de la 
fermentación láctica, (Nancib et al., 2005); (Yu et al., 2008). También podemos observar que 
las velocidades específicas de crecimiento y los tiempos de generación son muy parecidos a 
los encontrados con el MRS, por lo cual podemos decir que el LDEL es el medio que más 
similitud tiene en el crecimiento del L. rhamnosus al medio control (ver tabla 15). 
3.4.4. Comportamiento del L. rhamnosus en lactosuero suplementado con minerales (LDM).  
 
Como se puede ver en la tabla 15, el lactosuero suplementado con minerales (sales de sulfato 
de magnesio, fosfato dipotásico y de manganeso) la máxima población celular alcanzada fue 
de 9,64 LOG UFC/mL. Esto representa un rendimiento de biomasa probiótica muy lejana a 
escala logarítmica del medio comercial MRS que obtuvo 13,43 LOG UFC/mL (Figura 10D). 
El Lactobacillus rhamnosus debido a sus características bioquímicas, es un microorganismo 
que lo han aprovechado para producir exopolisacáridos, ácido láctico y muy poco en 
obtención de biomasa. Macedo et al., (2002), han estudiado el efecto de suplementar el medio 
a base de suero con sales y vitaminas para la producción de exopolisacáridos (EPS) utilizando 
el Lactobacillus rhamnosus RW- 9595M, llegando a la conclusión que el suero suplementado 
con sales y vitaminas logran rendimientos superiores de EPS reportadas hasta la fecha. En 
esta formulación  muestra que la sola adición de sales al lactosuero desproteinizado no es 
suficiente para alcanzar el crecimiento obtenido con el medio control. 





3.4.5. Comportamiento L. rhamnosus en lactosuero suplementado con todo (LDT) 
 
El crecimiento de L. rhamnosus en medio LDT mostró, tanto en comportamiento cinético 
(Figura 10E), como en los valores de velocidad de crecimiento y de biomasa (tabla 15), unos 
valores similares a los obtenidos con el medio control MRS. Tanto el medio LDEL como 
LDT no presentaron diferencias significativas en sus parámetros cinéticos comparados con 
MRS (P > 0,05).  
Estos resultados son muy similares a los obtenidos con L. casei y sugieren que el medio 
LDEL sería suficiente para obtener un crecimiento de biomasa similar al control. Al parecer, 
la adición de sales minerales y de inulina a un medio que contiene extracto de levadura, no 
tienen un efecto extra, sugiriendo así, que el extracto de levadura posee todos los nutrientes 
necesarios para obtener un crecimiento de L. rhamnosus similar al obtenido en el control, es 
de mencionar de nuevo de efecto benéfico que a posteriori se obtendría con el uso de inulina 
en el caldo de cultivo, tal como se mencionó para L. casei, ella lleva a reconsiderar su uso. 
Conclusiones Preliminares  
  
✓ Se logró evaluar el rendimiento de biomasa probiótica del L. casei y rhamnosus en cada 
uno de los sustratos propuestos donde el LDEL y LDT obtuvieron la máxima 
producción celular.  
✓ En el comportamiento cinético de L. casei y rhamnosus en los medios evaluados, no 
existen diferencias estadísticamente significativas (P > 0,05), a pesar que son especies 
diferentes.  
✓ Se pudo concluir que el lactosuero podría ser un sustrato alternativo para el crecimiento 










3.5. Resultados del diseño de un medio de cultivo a base de lactosuero y sustancias 
prebióticas para la obtención de biomasa en proporciones comparables al MRS para 
las cepas de Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469.    
De acuerdo al estudio realizado en los ensayos preliminares donde se evaluó el 
comportamiento de las cepas probióticas en cada una de las preparaciones, los resultados 
obtenidos no fueron   tan favorables para la producción celular en el caso de inulina y el 
preparado con minerales. Sin embargo, el metabolismo de las BAL es muy limitado y 
exigente en su nutrición al requerir una gran cantidad de factores nutritivos como 
aminoácidos, bases nitrogenadas, algunas vitaminas como las del grupo B, fuente de carbono 
y por último una fuente de minerales. 
 
El reto de la optimización del medio de cultivo, radica en integrar estos factores para lograr 
biomasa láctica comprada con el MRS.  Se destaca que todas las formulaciones propuestas 
en la optimización del medio de cultivo a base de lactosuero contiene los minerales (sulfato 
de magnesio, fosfato dipotásico y de manganeso) con las concentraciones propuestas del 
medio comercial MRS. Por lo tanto, de aquí en adelante el lactosuero tendrá minerales y se 
denominará caldo base y las formulaciones de inulina y extracto de levadura serían las 
variables a optimizar. 
 
3.5.1. Actividad I. Ensayos preliminares, para determinar el rango de los factores para 
formulación del medio de cultivo a base de lactosuero.  
 
Resultados de la formulación del lactosuero desproteinizado con mezclas de inulina y 
extracto de levadura simuladas al medio MRS. Consistió en preparar el caldo a base de 
lactosuero formulado con concentraciones simuladas al MRS, se empleó un diseño factorial 
32 donde las variables son inulina y extracto de levadura y tres niveles Nivel bajo (-1), punto 
central (0) y nivel alto (1) con una variable de respuesta que es el rendimiento de biomasa 









Parámetros Variables del Proceso Variables codificadas Rendimiento (Y) 
Corrida Inulina  prebiótica g/L 
Extracto de 
levadura g/L X1 X2 
 
Log10UFC/mL 
1 8 4 -1 -1 11,06 
2 12 4 0 -1 9,64 
3 16 4 1 -1 9,42 
4 8 8 -1 0 9,19 
5 12 8 0 0 8,88 
6 16 8 1 0 9,27 
7 8 12 -1 1 9,06 
8 12 12 0 1 8,91 
9 16 12 1 1 9,30 
 
Tabla 16. Ensayos preliminares, para determinar el rango de los factores para formulación 
del medio de cultivo a base de lactosuero. 
 



























Figura 11. Comportamiento del Lactobacillus rhamnosus en el lactosuero desproteinizado con  
concentraciones simuladas al MRS. 
 
A)  8 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,8 y 12g/L.  B) 12 g/L de inulina y 
variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,8 y 12 g/L.  C) 16 g/L de inulina y variabilidad de niveles 
















Tiempo (h)Figura 11 A


















Tiempo  (h)Figura 11 B
Inu12-Lev4 Inu12-Lev8


































Inulina g/L          E. levadura g/LFigura 11 D














Figura 12.  Comportamiento del Lactobacillus casei en el lactosuero desproteinizado formulado 
comparativamente con MRS.  
 
A) 8 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,8 y 12g/L. B) Cinética de crecimiento 
de L. casei formulado con 12 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,8 y 12 g/L.  
C) con 16 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,8 y 12g/L. D) Efectos estimados 
































































Inulina g/L          E. levadura g/LFigura 12 D




En las Figuras 11 y 12 se muestra el comportamiento cinético para las cepas L. rhamnosus y   
L. casei en medios que tienen diferentes concentraciones de extracto de levadura e inulina 
respectivamente. Se puede notar que la fase de adaptación de los microorganismos estudiados 
en estas combinaciones de sustratos estuvo entre 4 y 5 horas. La fase de latencia es un tiempo 
importante ya que es el período de ajuste durante el cual las células bacterianas se modifican 
por sí mismas con el objetivo de sacar ventaja del nuevo ambiente e iniciar el crecimiento 
exponencial (Buchanan y Klawiter, 1991). Un aspecto causa de este comportamiento 
probablemente es que el inóculo en todos los casos procedía de un caldo MRS un medio 
definido, considerado óptimo para el crecimiento. La siembra en un medio a partir de 
lactosuero, un medio complejo, cambia drásticamente las condiciones de cultivo y hace que 
les cueste más a las cepas adaptarse a este nuevo sustrato,  lo que prolonga la fase de latencia.  
Estos ensayos direccionaron la investigación donde se pudo concluir que la producción de 
biomasa está ligada directamente a la complejidad del sustrato, pero cuando se adicionan 
concentraciones altas de inulina y extracto de levadura la respuesta celular disminuye.   
Cuando se incrementan los niveles de inulina a 12 y 16 (g/L) y extracto de levadura 12g/L 
para ambas cepas probióticas, el rendimiento de biomasa no es tan cercano al evidenciado   
con MRS (Figuras 11B, C y 12B, C). Se pudo concluir en estos ensayos preliminares que la 
producción de biomasa está ligada directamente a las concentraciones de inulina y extracto 
de levadura.   
En la Figura 11 D que corresponde a L. rhamnosus y la Figura 12 D, al L. casei, se muestra 
la relación de los efectos estimados indicando que el óptimo podría encontrarse en las 
concentraciones mínimas de inulina y extracto de levadura.  
Discusión de Actividad I 
 
Los resultados obtenidos en esta primera actividad constituyen una primera aproximación en 
seguir buscando las condiciones óptimas del medio de cultivo de acuerdo a lo sugerido por 
el análisis estadístico.  
Otro parámetro para ajustar es la recuperación del L. rhamnosus por el método de 
centrifugación lo cual es un desafío ya que este fenómeno que no se presentaba en 
fermentaciones anteriores, hipotéticamente se supone que la viscosidad de la cepa probiótica 




aumentó debido a la actividad celular a que se encuentra expuesta la célula. Luego de ser 
centrifugada la biomasa, se convierte en una red mucilaginosa difícil de extraer y de diluir 
en agua destilada.    
En algunas investigaciones autores citan que variaciones en las fuentes nutricionales de 
carbono y nitrógeno pueden producir  altas concentraciones de EPS (De Vuyst y Degeest, 
1999), pero otros factores tales como la temperatura de crecimiento, pH y agitación afectan 
la producción de EPS (Gamar-Nourani et al., 1998). Altas temperaturas de incubación han 
demostrado que puede reducir la producción de EPS por lactobacilos (Grobben et al., 1995), 
pero se desconoce si la reducción de la viscosidad es suficiente para permitir una fácil 
recuperación de las células. En dirección a lo anterior y para las próximas fermentaciones, el 
análisis celular se realizó tomando 200 microlitros de la muestra (L. casei y L. rhamnosus) 
en 800 microlitros de agua destilada estéril; para lograr una satisfactoria homogeneización, 
el agua destilada se precalentó a una temperatura de 37°C.  
3.5.2. Actividad II Resultados estimados del diseño experimental para L. casei y L. 
rhamnosus con concentraciones bajas de inulina y extracto de levadura. 
 
De acuerdo a los resultados anteriores se planteó un nuevo diseño experimental 32,  
modificando el rango de los factores hacia concentraciones más bajas de acuerdo a los 
resultados obtenidos del diseño preliminar. Los valores de los factores  en g/L fueron: bajo 2 
(-1), medio 2, (0) y alto 6 (+1) para inulina,  y  para el extracto de levadura,  bajo 4 (-1), 
medio 8, (0) y alto 12 (+1) 
Los resultados de los ensayos realizados a las condiciones establecidas en el diseño se 
muestran en las siguientes figuras: La Figura 13   corresponde al L. rhamnosus y la Figura 14 
corresponde a L. casei.  
 







Figura 13. Comportamiento del L. rhamnosus a las diferentes concentraciones comparadas 
con el  MRS A) 2 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 2,8 y 12 
g/L. B) 4 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,8 y 12 g/L. C) 
con 6 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de levadura 4,6 y 8g/L.  
En la Figura 13 se muestra el comportamiento de L. rhamnosus en las diferentes 
formulaciones a partir de la inulina y extracto de levadura diluido en el lactosuero 
desproteinizado. Se puede observar que la formulación Inu-2,0-Lev4, 0 g/L generó la mayor 
concentración de biomasa (12,55 LOG UFC/mL) muy cercana a la obtenida con el medio 
comercial MRS (12,95 LOG UFC/mL).  
Otra característica en común que se presentó en todas las formulaciones planteadas, es que 
la fase de latencia fue mínima, el microorganismo pasó directamente a fase de crecimiento 
exponencial obteniendo una alta concentración de biomasa cosechada a las 24 horas. Esto 
puede deberse a que al ser bajas las concentraciones de los sustratos, la presión osmótica 


















































Tiempo  (h)Figura 13 C
Inu6-Lev4 Inu6-Lev8
Inu6-Lev12 MRS




Con respecto a la fase de adaptación (Lag), el resultado ratifica lo observado en las Figuras 
13 y 14 recordando que el inóculo que se adiciona al medio de cultivo formulado fue activado 
inicialmente en el medio comercial MRS con el fin de lograr una pronta y efectiva 
reactivación y rendimiento de la biomasa para posteriormente cosechar al medio diseñado. 
Así, el comportamiento mostrado por las cepas estudiadas refleja una rápida y buena 
adaptación al medio de crecimiento al igual que una mínima variación ambiental durante este 
periodo de tiempo. 
En la Tabla 17 se muestra la tendencia cinética general del Lactobacillus rhamnosus, donde 
se observan las formulaciones con mayor producción de biomasa neta, donde se encontró 
9,92 LOG UFC/ mL que correspondió al tratamiento con inulina 2 - levadura 4 (g/L)   y la 
relación de inulina 4- levadura 4 (g/L) con 9,82 LOG UFC/ mL; producción cercana al MRS   





















































Figura 14 Comportamiento del L. rhamnosus a las diferentes concentraciones de inulina y 
extracto de levadura comparados con el MRS A) 2 g/L de inulina y variabilidad de niveles 
de extracto de levadura 2,4 y 6 g/L. B) 4 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto 
de levadura 2,4 y 6 g/L. C) con 6 g/L de inulina y variabilidad de niveles de extracto de 
levadura 2,4 y 6g/L.  
 
Tabla 17. Parámetros cinéticos de Lactobacillus rhamnosus en presencia de lactosuero 






















Máx Pl.  12,55 12,28 11,41 12,32 11,21 12,23 11,4 11,28 10,95 12,95 
A 2,63 2,84 2,96 2,5 3,270 3,25 2,5 2,68 2,99 3,04 
C 9,92 9,44 8,45 9,82 7,94 7,98 8,89 8,59 7,95 9,91 
B:  µ (1/h) 0,72 0,72 0,74 0,70 0,70 0,79 0,79 0,63 0,68 0,8 
M (h) 4,0 5,0 4,0 5,0 4,0 6,0 3,92 6,0 6,0 4,0 
Tg(h) 0,94 0,95 0,92 0,99 0,98 0,86 0,86 1,09 1 0,85 
Máx Pl: Máxima, A: Población Inicial LOGUFC/ mL, C: Producción neta de Biomasa LOG UFC/mL, B:µ 
(1/h)Velocidad máxima de crecimiento, M: tiempo donde trascurre B:  µ (1/h), Tg(h):  tiempo mínimo 
generacional.  
 
Tabla 18. Parámetros cinéticos de Lactobacillus casei en presencia de lactosuero 





















Máx Pl. 13,9 13,95 13,99 13,81 14,5 13,82 13,54 13,71 13,72 14,72 
A 8,00 7,86 7,87 8,23 7,86 7,77 8,01 7,85 7,93 7,51 
C 5,90 6,01 6,11 5,57 6,29 6,05 5,53 5,86 5,78 7,02 
B:  µ (1/h) 0,70 0,74 0,70 0,76 0,74 0,64 0,82 0,79 0,70 0,70 
M (h) 5,0 5,0 4,0 4,0 3,0 5,0 5,0 4,0 4,0 4,0 
Tg(h) 0,99 0,93 0,98 0,9 0,93 1,08 1,03 0,87 0,98 0,98 
Máx Pl: Máxima, A: Población Inicial LOGUFC/ mL, C: Producción neta de Biomasa LOG UFC/mL, B:µ 
(1/h)Velocidad máxima de crecimiento, M: tiempo donde trascurre B:  µ (1/h), Tg(h):  tiempo mínimo 
generacional. 
 
Como se muestra en la tabla 18 las preparaciones del L. casei son diferentes a las realizadas 
para  L. rhamnosus, esto se debe a la tendencia estadística analizada en cada uno los ensayos 
preliminares, lo que indicó que para L.casei el óptimo podría estar por las concentraciones 
mínimas de 2, 4, 6 (g/L) tanto para inulina como para extracto de levadura.  
 
En las Tablas 19 y 20 se muestran las corridas del diseño experimental factorial completo 32  
y los resultados alcanzados  en la producción de biomasa láctica del Lactobacillus rhamnosus 




y Lactobacillus casei en los diferentes niveles de inulina y extracto de levadura después del 
proceso de fermentación que duró 24 horas.  
Tabla 19. Rendimiento de biomasa láctica de Lactobacillus rhamnosus a diferentes niveles 
de inulina y extracto de levadura.  











1 2 4 -1 -1 12,55 
2 4 4 0 -1 12,32 
3 6 4 1 -1 11,40 
4 2 8 -1 0 12,28 
5 4 8 0 0 11,21 
6 6 8 1 0 11,28 
7 2 12 -1 1 11,41 
8 4 12 0 1 12,23 
9 6 12 1 1 10,95 
Nivel bajo= -1, punto central = 0, nivel alto= 1 
 
Tabla 20.  Rendimiento de biomasa láctica de Lactobacillus casei a diferentes niveles de 
inulina y extracto de levadura.  









levadura g/L X1 X2 
 
Log10UFC/mL 
1 2 2 -1 -1 13,90 
2 4 2 0 -1 13,81 
3 6 2 1 -1 13,54 
4 2 4 -1 0 13,95 
5 4 4 0 0 14,50 
6 6 4 1 0 13,71 
7 2 6 -1 1 13,35 
8 4 6 0 1 13,60 
9 6 6 1 1 13,72 
Nivel bajo -1 , punto central (0) nivel alto 1 
El ajuste de los datos utilizando  la metodología de superficie de respuesta indicó que en 
ambos casos estos se ajustan a un modelo cuadrático, los resultados del ANOVA de L. 
rhamnosus y L. casei se muestran en la Tablas 21 y 22, respectivamente. 


















A:Inulina 0,491 1 0,491 57,39 0,0000 
B:levadura 4,963 1 4,963 579,81 0,0000 
AA 0,120 1 0,120 14,06 0,0028 
AB 0,023 1 0,023 2,79 0,1205 
BB 0,614 1 0,614 71,78 0,0000 
Error total 0,102 12 0,008   
Total (corr.) 6,316 17    
R2: 98,37 %, R2 ajustada: 97,69 %, Error estándar de estimación= 0,092 
 
Los datos de la tabla 21, indican que para Lactobacillus rhamnosus son significativos en el 
modelo los coeficientes de primer orden, el término cuadrático de la inulina y la interacción 
inulina levadura (p<0,05). 
El coeficiente de determinación refleja que el 98,37% de la producción de biomasa láctica se 
asocia a las variables de inulina y extracto de levadura, esta alta correlación entre los valores 
experimentales y la respuesta predicha por el modelo se ratifica con un R2 ajustado del 
97,69%. Este diseño propuesto señala que el modelo es adecuado y junto al valor del error 
estándar de estimación de 0,092% confirma la significancia estadística del modelo.  
 
Tabla 22. Análisis de varianza para la producción de biomasa L. casei  
 





A:inulina 0,212 1 0,212 74,20 0,0000 
B:Levadura 0,049 1 0,049 17,37 0,0016 
AA 0,052 1 0,052 18,43 0,0013 
AB 0,000 1 0,001 0,31 0,5917 
BB 0,100 1 0,100 34,95 0,0001 
Error total 0,031 11 0,032   
Total (corr.) 0,452 17    
 
R2: 93,02 % R2 ajustada: 89,21%, Error estándar de estimación= 0,480 
 
Los datos de la tabla 22, indican que para Lactobacillus casei son significativos en el modelo 
los coeficientes de primer  y segundo orden (p<0,05). 
El coeficiente de determinación fue de 93%, lo que indica una producción de biomasa 
influenciada por la inulina y el extracto de levadura, valor que es representativo y que indica 




una buena correlación entre los valores experimentales y la respuesta predicha por el modelo 
(R2 ajustado del 89,21%).  
 
Los modelos de regresión obtenidos para la producción de biomasa láctica teniendo en cuenta 
los coeficientes que fueron significativos, se muestran en las siguientes ecuaciones:  
 
Para Lactobacillus rhamnosus:  
 
 
LOG UFC = 12,6495 - 0,393441*Inulina + 0,258503*levadura + 0,0433696*Inulina^2 
0,00683492*Inulina*levadura 
 
Para Lactobacillus casei 
 
LOG UFC = 13,1219 + 0,15286*inulina + 0,33844*Levadura - 0,028741*inulina^2  - 
0,039584*Levadura^2 
 
El resultado de la ecuación tanto para L. casei y L. rhamnosus de la regresión polinomial de 
acuerdo con los factores seleccionados tiene como finalidad reproducir el comportamiento 
de las variables independientes (factores) con respecto a la variable dependiente UFC, en la 
Tabla 18 y 19 el análisis del modelo indica que para el Lactobacillus rhamnosus el coeficiente 
de determinación refleja que el 98,37%  y para L. casei 93% de la producción de biomasa 
láctica se asocia a las variables de inulina y extracto de levadura con R2 ajustado para L. 
rhamnosus de 97,7%  y para L. casei 89,21%,  este último valor deberá estar por encima del 
70 %, valor sugerido como mínimo para fines de optimización (Gutiérrez-Pulido y de la 
Vara-Salazar 2008). De acuerdo a lo anterior los resultados encontrados en este trabajo 
cumplen con los valores requeridos.  
 
En las Figuras 15 y 16, se muestran las superficies de respuesta para la producción de biomasa 
probiótica de Lactobacillus rhamnosus y casei, respectivamente. En estas superficies de 
respuesta se puede apreciar de una manera global el efecto de la inulina y el extracto de 
levadura sobre la producción celular.  
 





Figura 15. Superficie de respuesta para producción de biomasa de L. rhamnosus en función 
de inulina y extracto de levadura. 
 
 
Figura 16. Superficie de respuesta para producción de biomasa de L. casei en función de 
las variables de inulina y extracto de levadura. 
 
De los resultados obtenidos se logró establecer que para obtener un buen rendimiento de 
biomasa láctica probiótica, los niveles de inulina y extracto de levadura se orientan hacia los 
valores mínimos.  Los resultados del proceso de optimización para las variables que 
resultaron significativas en el modelo, indicaron que el máximo valor de biomasa se obtiene 
para L. rhamnosus con un contenido de inulina de 2,0 g/L y extracto de levadura de 4,9 g/L. 
Para L. casei estos valores varían con inulina con 2,8 g/L y extracto de levadura 4,2 g/L. 
 
Para validar el modelo se llevó a cabo un experimento con estas condiciones propuestas, los 
resultados de estos ensayos se muestran en la Figura 17 para L. rhamnosus y en la Figura 18 




para L. casei.  El rendimiento máximo obtenido después de 24 horas de cultivo para L. 
rhamnosus fue de 12,54 LOG UFC/mL valor muy cercano al predicho por el modelo 12, 65 
LOG UFC/mL y al que se obtiene cuando se utiliza el medio comercial MRS 12,60 LOG  
UFC/mL. Estos valores indican que el modelo utilizado es adecuado para describir la 
producción de biomasa a bajos rangos de inulina y extracto de levadura para L. rhamnosus.   
  
Figura 17. Comportamiento de L. rhamnosus 
en el medio de cultivo validado, 
comparativamente con MRS. 
Figura 18. Comportamiento de crecimiento de 
L. casei en el medio de cultivo validado, 
comparativamente con el medio MRS 
 
El comportamiento del L. casei como se observa en la Figura 18, tuvo un crecimiento 
importante y similar al MRS. Esta tendencia de crecimiento se consiguió de acuerdo al aporte 
ajustado del diseño del medio formulado, disminuyendo el contenido de las formulaciones 
de inulina y extracto de levadura lo cual favoreció el rendimiento de biomasa láctica con 
valores de 14,06 LOG UFC/mL para el medio de cultivo propuesto y de 14,20 LOG UFC/mL 
para el MRS. Los parámetros cinéticos determinados se muestran en la Tabla 23.  
En las Figuras 17 y 18 se observa el crecimiento de las cepas probióticas al transcurrir el 
tiempo, para L. casei no es posible detallar una fase de adaptación considerable en el medio. 
Sin embargo, es posible que una fase corta de crecimiento lento se vea en las primeras horas 
de fermentación para L. rhamnosus en la cual el crecimiento no es tan robusto hasta las 4 


































Figura 18       Tiempo (h)
Inu2,8-Lev4,3) MRS




crecimiento. Las fases cortas de adaptación (o en el caso de L. casei, imperceptible) se deben 
principalmente a que los lactobacilos tienen la capacidad de establecerse y crecer 
rápidamente cuando las condiciones son favorables.  Algunos autores reportan que a 
concentraciones bajas de lactosa en el medio (20g/L), las células presentan una fase corta de 
adaptación, mientras que a concentraciones altas de lactosa (60g/L), la fase de adaptación se 
incrementa en 5 horas (Agudelo et al., 2010). Este evento se puede ratificar con los ensayos 
preliminares encontrados en este trabajo de investigación. Cuando los niveles de inulina son 
altos, la fase de adaptación encontrada fue de 4 a 5 horas. De igual forma, la cantidad de 
inóculo del 10% v/v utilizada en esta investigación reduce el tiempo de latencia. 
Tabla 23. Parámetros cinéticos de Lactobacillus rhamnosus y casei en presencia de 
lactosuero desproteinizado formulado con inulina y extracto de levadura.  
 
  Lactobacillus  rhamnosus  Lactobacillus  casei  
Parámetros 
cinéticos Inu 2,0-Lev 4, 9 MRS Inu2,8 -Lev4,3  MRS  
Max Pl 12,54 12,60 14,05 14,01 
A inicial 3,64 3.86 6,83 7,24 
C 8,89 8,73 7,22 6,77 
B: µ (h-1)  0,7 0,77 0,66 0,58 
M (h1) 4,0 4,0 4,0 4,0 
tg(h) 
Generacional 0,98 0,89 1,03 1,18 
 
 
Discusión y conclusiones generales  
 
Actualmente, uno de las principales hazañas de la biotecnología es mejorar los procesos de 
fermentación, disminuyendo los costos de producción y aumentando la productividad y 
rendimiento de estos y en este trabajo se logró aumentar la cantidad de biomasa producida 
para 2 especies diferentes de bacterias lácticas. 
Se produjo biomasa láctica a partir de lactosuero desproteinizado como sustrato principal y 
se determinó la combinación de los efectos de los complementos al mínimo de inulina y 
extracto de levadura.  




Los resultados obtenidos muestran que el efecto de la inulina y el extracto de levadura 
presentan una influencia estadísticamente significativa (p< 0,05) sobre la producción de 
biomasa láctica cuando las concentraciones aplican a nivel inferior. A nivel general el 
comportamiento del análisis de varianza fue similar para ambas cepas probióticas.  
El método del diseño experimental utilizado es una herramienta útil, permitió la optimización 
de un medio para la producción de biomasa para cepas probióticas a base de lactosuero 
desproteinizado formulado para L. rhamnosus (2,0 inulina - extracto de levadura 4,9 g/L) y 
para L. casei (Inulina 2,8 – Levadura 4,3 g/L). El medio obtenido tuvo una productividad de 
99,52% comparativamente con el medio comercial MRS para L. rhamnosus y de un 100% 
para L. casei estos resultados son muy importantes debido a que probablemente cuando este 
bioproceso se lleve a escala industrial con bioreactores de alimentación continua y 
controlando parámetros, el rendimiento celular duplicaría al medio comercial MRS.  
Son muchos los estudios que se han realizado para obtener biomasa para la producción de 
ácido láctico, el principal aporte de este trabajo fue lograr formular y validar un medio de 
cultivo a base de lactosuero suplementado con el agente prebiótico inulina y extracto de 
levadura para la producción de biomasa de dos especies de bacterias ácido lácticas 
probióticas de uso importante a nivel industrial.    
Se logró validar el modelo obtenido con un 0,09% para L. rhamnosus y para L. casei de 
0,07% de variación respecto a las predicciones realizadas por el diseño. Es importante 
destacar que esta primicia experimental es apropiada para definir variables determinantes 
como optimización de condiciones de operación, diseño de modelo cinético y para estudiar 
modelos de fermentación por lotes. 
Por otro lado, las herramientas de superficie de respuesta y las gráficas de contorno 
permitieron analizar los efectos de la concentración de los suplementos utilizados y en 
consecuencia tomar directrices para lograr los valores deseados de la respuesta.  
En este sentido, el diseño factorial y el DDC propuesto, direccionaron la optimización hacia 
valores y cantidades con mínimas de suplemento de inulina y extracto de levadura para 
favorecer la producción de biomasa láctica.  
 





No basta saber, se debe también aplicar.  
No es suficiente querer, se debe también hacer.  
Goethe 
 
4. ESTABILIZACIÓN DE LA BIOMASA DE Lactobacillus casei ATCC 393 Y 
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 MEDIANTE SECADO POR ASPERSIÓN. 
Resumen 
  
Se estabilizó la biomasa de las cepas probióticas mediante secado por aspersión empleando 
lactosuero desproteinizado con mezclas de inulina y maltodextrina como material pared, 
tanto para Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus casei. Se prepararon suspensiones con 
un contenido de sólidos totales de 22,60% (p/v), se inoculó 1011 UFC/mL de Lactobacillus 
casei y de Lactobacillus rhamnosus 1012 UFC/mL. Se encapsuló en Spray Dryer Delta con 
una entrada de aire 80±5ºC, temperatura de salida 45 ±3ºC, rendimiento de la bomba 0.08%, 
porcentaje de aspiración 75% y la alimentación de la dispersión al secador se mantuvo a 8 
mL/min. Se estableció el rendimiento de encapsulación y la viabilidad de los 
microorganismos (LOG UFC/mL) empacados y almacenado en refrigeración.  
Palabras claves: Viabilidad, biomasa láctica, estabilidad, inulina maltodextrina  
Introducción 
 
La importancia de la encapsulación de microorganismos como forma de inmovilización 
celular, provee una protección al calor, humedad, acidez, oxígeno y otros factores externos 
que pueden afectar la estabilidad y la viabilidad de los microorganismos frente a ciertos 
factores del medio ambiente (Rodríguez, et al., 2016). Los microorganismos probióticos 
incorporados a los alimentos, confieren múltiples beneficios en la salud de consumidor, con 
un consumo habitual (Sanders, 2017).  Sin embargo, los probióticos suelen presentar una alta 
susceptibilidad frente a tratamientos tecnológicos, almacenamiento y condiciones 
gastrointestinales. 
Esta situación hace necesario, en algunos casos, aplicar tecnologías que favorezcan su 
estabilidad y viabilidad para permanecer fisiológicamente activos al momento del consumo, 




condición necesaria para considerarse alimento probiótico y conferir al consumidor los 
beneficios que promete. La encapsulación es un proceso aplicado para proteger, mediante un 
material de recubrimiento o material pared, la estabilidad, biodisponibilidad y conservación 
de los componentes bioactivos y así mismo existe una amplia variedad de materiales pared a 
seleccionar según el tipo de encapsulación y el objetivo de aplicación del material 
encapsulado (Rodríguez et al., 2016) en la técnica de encapsulación por secado por aspersión 
para ingredientes alimenticios y compuestos bioactivos, se utilizan ampliamente los 
carbohidratos entre estos los más usados son la maltodextrinas y prebióticos como la inulina 
(Madene et al., 2006), (Murúa, et al., 2009).  
El método de encapsulación mediante secado por aspersión, se basa en atomizar la solución 
que va a ser secada en forma de gotas muy finas, en el seno de una corriente de gas caliente 
que generalmente es aire. Se forman partículas de geometría esférica, con aspecto de 
esferillas huecas con un diámetro que puede estar entre los 20 µm y hasta los 200 µm. Tienen 
aspecto de espuma desecada y presentan gran solubilidad (Masters, 1991), (Perry, 1999) y 
(Voigt, 1982).  
El objetivo de este capítulo fue estabilizar la biomasa probiótica láctica mediante secado por 
aspersión aplicando como material pared, lactosuero desproteinizado mezclado con inulina 
y extracto de levadura.  
4.1. Materiales y Métodos 
 
La metodología empleada para el logro del objetivo propuesto se describe en el capítulo 2 
apartado 2.8. Se estudiaron las propiedades físico-químicas de los polvos obtenidos mediante 
el proceso de secado por aspersión, partiendo como solución base del lactosuero 
desproteinizado con mezclas de inulina y maltodextrina como material encapsulante. Se 
prepararon dispersiones en promedio de sólidos totales de 22,60 % (p/v) del material en 
relación lactosuero desproteinizado: Inulina – maltodextrina en proporción 50:50 p/p. Las 
condiciones operativas de trabajo: temperatura de entrada del aire 80°C, porcentaje de 
aspiración 75%, porcentaje bomba 0.08%.   
 
 




4.2. Resultados y Discusión. 
 
4.2.1. Propiedades de las dispersiones 
En la tabla 24 se presentan las propiedades evaluadas para las dispersiones antes del secado, 
describen los parámetros de densidad, pH y concentración de sólidos totales.  








de sólidos  % 
L. casei  (Medio óptimo)          
LD: MD+ INU 
 





L. casei  (Medio MRS)          
LD: MD+ INU 
 





L. rhamnosus (Medio 
óptimo) 
LD: MD+ INU 
 





L. rhamnosus (Medio 
MRS) 
LD: MD+ INU 
 
1, 06 ± 0,24 
 




La concentración de sólidos y el pH, son algunas de las variables que influyen en la 
supervivencia de los microorganismos en el proceso de secado. La respuesta de un 
microorganismo a los cambios externos de osmolaridad pueden generar: un rápido aumento 
o disminución de volumen citoplasmático seguido por una serie de ajustes bioquímicos que 
permiten a la célula recuperar un volumen compatible con su crecimiento.  
4.2.2 Características físico –químicas de los polvos  
 
Algunas propiedades de las cápsulas obtenidas pueden favorecer la aplicabilidad de los 
encapsulados en diversas matrices, los parámetros higroscopicidad y la solubilidad son claves 
para definir la estabilidad durante el almacenamiento del producto. La higroscopicidad y 
humedad afectan los aspectos estructurales y de composición del material, viéndose reflejado 
en su capacidad para absorber agua del entorno (Soukoulis et al., 2014). 
Conocer las propiedades físico químicas de las microcápsulas es fundamental para 
determinar su aplicación en diversas matrices alimentarias (Caparino et al., 2012; Rodríguez 
et al., 2016). 




Tabla 25. Caracterización físico-química de los polvos después del secado por aspersión 
Temperatura de entrada 80°C. 
Microcápsulas 
de L. casei Dispersiones 
Higroscopicidad 
(g humedad/100g 









L. casei (LD:MD+INU) 9,35 ± 2,82   95,4 ± 0,15 0,447±0,01 
 
6,25 




Si observamos la Tabla 25, con referencia a los parámetros higroscopicidad y solubilidad de 
los polvos obtenidos. Siendo la higroscopicidad la capacidad que tiene un material para 
absorber humedad del entorno, esta absorción de agua está relacionada con los aspectos 
estructurales y de composición de la matriz, también por condiciones de almacenamiento 
como la temperatura y humedad relativa, en este caso un aumento en el contenido de agua 
causará plastificación y cambios a un estado de transición gomoso, debido a la difusión de 
vapor a través de la interfaz sólido-aire (Soukoulis et al., 2014). Para el L. casei la 
higroscopicidad fue de 9,35 ± 2,82 (g), y para L. rhamnosus de 9,37 ± 0, 61 (g) generalmente, 
un polvo con baja higroscopicidad, bajo contenido en agua y grado de apelmazamiento y alta 
solubilidad se considera un buen polvo en cuanto a su estabilidad (Bhusari et al., 2014) es 
evidente que la incorporación de solutos contribuye a la reducción de la higroscopicidad en 
las muestras.  
Ahora bien, el criterio de solubilidad es el más confiable para evaluar los polvos en solución 
acuosa, además es útil para determinar su aplicación en diversas matrices (Caparino et al., 
2012). La solubilidad calculada para los polvos, oscilan entre 95 y 99%, estos valores se 
encuentran dentro del rango de solubilidad para alimentos o ingredientes para alimentos en 
polvo entre  67,05 a 99,98% (Jaya, y Das 2004).  
En la literatura no se reportan valores de solubilidad para los polvos de las mezclas secadas 
por aspersión en soluciones de lactosuero desproteinizado que pudiesen servir como 
referencia. 
 




4.2.3. Rendimiento de los polvos generados después del secado por aspersión.  
 
En la Tabla 26 se muestran los resultados de rendimiento y recuperación de polvos para cada 
una de las cepas probióticas lácticas, un rendimiento en general representativo, lo que 
significa que el material pared utilizado y los parámetros de temperatura fueron acertados 
para este trabajo de investigación.  
Tabla 26. Rendimiento de los polvos generados después del secado por aspersión 
Descriptor Recuperación % Rendimiento % 
L. casei     Optimizado 
LD: MD+ INU 136,40 80,11 
L. casei     MRS 
LD: MD+ INU 146,50 83,33 
L. rhamnosus Optimizado 
LD: MD+ INU 157,46 85,97 
L. rhamnosus MRS 
LD: MD+ INU 160,46 88,36% 
 
Estos resultados de rendimiento muestran que las concentraciones utilizadas de 
maltodextrina e inulina mezcladas en solución de lactosuero favorecieron el proceso de 
secado. Según la literatura el lactosuero y las proteínas que los constituyen poseen la 
habilidad de formar películas. La formación de películas de proteína de suero de quesería 
implica principalmente la desnaturalización térmica de tales proteínas en solución acuosa. El 
calentamiento modifica la estructura tridimensional de la proteína, exponiendo los enlaces 
SH internos y los grupos hidrofóbicos, los cuales promueven los enlaces intermoleculares S-
S y las interacciones hidrofóbicas durante el secado (Pérez-Gago y Krochta, 2002); (Picot y 
Lacroix, 2004); (Pimentel et al., 2009).  
Por otro lado, la maltodextrina se usa generalmente por ser una  buena solución entre el costo 
y la efectividad; tiene baja viscosidad a alta proporción de sólidos, son inodoras, incoloras y 
de baja viscosidad a altas concentraciones, además permiten la formación de polvos de libre 
flujo sin enmascarar el sabor original (García et al., 2004), está disponible en diferentes pesos 
moleculares y son extensivamente utilizados en la industria de alimentos (Madene, Scher y 
Desobry, 2006; Sáenz et al., 2009). 




La inulina es uno de los oligosacáridos más utilizado en este tipo de proceso de secado. En 
este trabajo no se presentó incremento de la viscosidad de las mezclas lo que podría estar 
generando adherencia a la pared interna de la cámara de secado y consecuentemente bajo 
rendimiento.  
4.2.4. Viabilidad cepas probióticas  
De los resultados obtenidos Tabla 27 y 28 antes y después del proceso de secado por 
aspersión tanto en la biomasa probiótica obtenida por el medio de cultivo diseñado y el medio 
comercial MRS se puede evidenciar que el tratamiento afecta a las cepas L. casei y L.  
rhamnosus generando una reducción aproximada de un ciclo logarítmico en su población 
inicial en ambos medios. El secado por aspersión permitió la conservación de los 
microorganismos con una concentración final para el medio diseñado con lactosuero L. casei 
5,09E+10 UFC/mL y las cosechadas con el medio comercial MRS con 7,50E+08 UFC/mL, 
y el L. rhamnosus para el medio optimizado con 7,09E+09 UFC/mL medio comercial MRS 
6,50E+08  UFC/mL. En términos generales esta baja reducción de viabilidad durante el 
secado podría deberse a las condiciones operativas y al material pared utilizado, en el cual la 
inulina estaría actuando como agente termoprotector (Rodríguez et al, 2016). 
En la literatura científica aseguran que el efecto del proceso de secado por aspersión está 
directamente relacionado con el tiempo de permanencia del microorganismo en la cámara de 
secado y demás condiciones de operación del atomizador (Pedroza, 2002) 
Tabla 27.  Recuento de células viables de cepas probióticas cosechadas a partir del medio 
optimizado antes y después del secado.  




Antes del secado por 
aspersión (UFC/mL) 
 






















supervivencia 100% 98,07% 100% 99,64% 
 
 





Tabla 28. Recuento de células viables de cepas probióticas cosechadas a partir del medio 
comercial MRS.  




Antes del secado por 
aspersión (UFC/mL) 
 
































Ahora bien, es importante resaltar que la supervivencia de estos microorganismos se debe a 
la favorabilidad temperatura y el material pared utilizado en la operación de secado por 
aspersión. En las tablas 27 y 28 se observan los porcentajes de supervivencia después del 
secado para L. casei y L. rhamnosus los altos valores obtenidos reflejan unas óptimas 
condiciones operacionales. Las condiciones de trabajo fueron tomadas de trabajos previos 
del grupo de investigación en el que se evalúo el efecto de agentes prebióticos sobre la 
viabilidad de microorganismos probióticos durante la microencapsulación y en donde se 
establecieron entre otras cosas las condiciones del secado a fin de minimizar las pérdidas de 
vialidad en el proceso. En estos trabajos se concluyó que el uso de agentes prebióticos podría 
favorecer la supervivencia de los microorganismos en el proceso de secado y durante el 
almacenamiento. Otro parámetro definido en el estudio fue la temperatura, al recomendar 
80º±5C y una temperatura de salida de 41±5 ºC. Estas temperaturas claramente fueron 
favorables para la supervivencia del L. casei y en las características finales de los polvos 
obtenidos (Montes 2012; Rodríguez et al, 2016) Algunos otros autores reportan temperaturas 
de entrada entre 95 y 155ºC en el secador por aspersión para la encapsulación de L. paracasei 
ssp. Paracasei y Bifidobacterium bifidum, es claro que el diseño del equipo de secado, el 
material pared entre otros son aspectos influyentes (Desmond et al., 2012). 
 
La supervivencia también podría responder a algunas características de las cepas 
desarrolladas durante el cultivo en medio suplementados con inulina, al permitir que los 




microorganismos tuviesen una mejor adaptación y que las cepas probióticas no sufrieran 
estrés osmótico y oxidativo.   
La supervivencia de las cepas durante el almacenamiento (28 días bajo refrigeración) se 
puede observar en las Tablas 29 y 30. 
 
Tabla 29. Porcentaje de superveniencia de L. casei microencapsulado a base de lactosuero 
desproteinizado inulina y maltodextrina almacenado durante 28 días. 
 Inu 2,8- Lev 4,3 
Días  UFC/mL Log UFC/mL % Supervivencia  
1 5,09E+09 9,70 100 
8 3,31E+09 9,51 98,07 
16 1,19E+09 9,07 96,32 
21 5,54E+08 8,74 95,35 
28 1,81E+07 7,25 83,01 
    
 MRS 
Días UFC/mL Log UFC/mL % Supervivencia 
1 8,20E+09 9,91 100 
8 7,10E+09 9,85 99,37 
16 5,14E+09 9,71 98,58 
21 6,27E+08 8,79 90,59 
28 2,11E+07 7,32 83,26 
 
Tabla 30. Porcentaje de superveniencia de L. rhamnosus microencapsulado a base de 
lactosuero desproteinizado inulina y maltodextrina almacenado durante 28 días. 
 Inu 2,0- Lev 4,9 
Días  UFC/mL Log UFC/mL % Supervivencia  
1 7,09E+08 8,85 100 
8 6,60E+08 8,81 99,6 
16 5,70E+08 8,75 99,3 
21 2,60E+08 8,41 96,1 
28 6,60E+07 7,81 92,9 
    
  MRS 
Días  UFC/mL Log UFC/mL % Supervivencia  
1 6,05E+09 9,78 100 
8 3,31E+09 9,51 99,37 
16 1,19E+09 9,07 98,58 
21 5,54E+08 8,74 90,59 
28 1,81E+07 7,25 83,26 





En la Figura 19 podemos visualizar la viabilidad de las cepas probióticas micro encapsuladas 
con el prebiótico inulina, maltodextrina en una solución de lactosuero, se observa una alta 
sobrevivencia (≥ 80%) luego de 28 días de almacenamiento. Resultado comparable con el 
obtenido para las bacterias cultivadas en caldo MRS, esta observación nos puede llevar a 
pensar que el medio formulado no afecta realmente las condiciones de supervivencia durante 
el proceso de estabilización, y que está supervivencia podría estar más afectada por el 
material pared y las condiciones de secado.   
 
Figura 19. Viabilidad de las cepas probióticas microencapsulados a base de lactosuero y mezclas 
de inulina y maltodextrina almacenado durante 28 días. 
 
Para el L. rhamnosus se obtuvo un porcentaje de supervivencia a los 28 días de 92,9% y para 
el MRS 83,26%. De acuerdo a estos resultados se podría decir que a los 28 días aún se obtiene 
polvos funcionales con calidad probiótica. Un factor que pudo influir en la viabilidad del L. 
rhamnosus es que posee una cápsula extracelular “Exopolisacáridos” que entre sus funciones 
biológicas es la de proteger a las células microbianas frente a efectos adversos. Esta red 
mucilaginosa de polisacárido hace que sean útiles como posibles vehículos para la 




microencapsulación microbiana, que ofrecen una protección física a las bacterias frente a 
condiciones desfavorables a las que se pueden enfrentar durante el proceso de secado 
(Jiménez P, 2010).  
Los resultados obtenidos sustentan lo reportado por Capela y colaboradores (2006) quienes 
describen mejoras sobre la viabilidad de cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus al 
adicionar crioprotectores (unipectine RS 150 y saltiagine GCF 639) y agentes prebióticos 
(inulina y FOS) a la solución para microencapsulación (Capela et al, 2006).  
4.2.5. Análisis morfológico de las microcápsulas  
 
Las Figuras 21 A, B, C, D y Figuras 22 A, B, C, D muestran las micrografías ESEM para 
los polvos obtenidos mediante secado por aspersión de las dispersiones de lactosuero 
desproteinizado con mezclas de inulina y maltodextrina como material pared, para los 
microrganismos L. casei y L. rhamnosus. En general se observan  microestructuras 
compactas con forma de esferas y con concavidades. Algunas investigaciones han definido 
como las microestructuras más favorables, aquellas donde las partículas son esféricas y lisas, 
debido a la mayor protección y retención de los ingredientes (< relación superficie/volumen), 
mayor densidad aparente (mejor embalaje) y buena fluidez (Santana et al., 2015). 
 El tamaño promedio de las microcápsulas fluctuó desde para L. casei 9,81 y 40,45 µm y 
rhamnosus 11,10 y 55,77 µm, de superficies completamente lisas y pocas rugosas. Este 
tamaño se ajusta al promedio para los polvos secados por aspersión, que, por lo general varían 
entre 10 y 100 μm (Fang and Bhandari, 2010). 
En algunos casos se observan paredes colapsadas Figura 20 A, este colapso de 
microestructuras que experimentan las partículas probablemente, se forman debido a la 












Figura 20 A, B) L. casei cosechado en medio de cultivo optimizado y estabilizado con 
dispersiones de lactosuero con mezclas de inulina y maltodextrina. Figura 20 C, D L. casei 
cosechado en medio de cultivo MRS y estabilizado con dispersiones de lactosuero con 
mezclas de inulina y maltodextrina. 
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Figura 21 A, B) L. rhamnosus cosechado en medio de cultivo optimizado y estabilizado con 
dispersiones de lactosuero con mezclas de inulina y maltodextrina. Figura 22 C, D L. 
rhamnosus cosechado en medio de cultivo MRS y estabilizado con dispersiones de lactosuero 
con mezclas de inulina y maltodextrina. 
 
4.3. Conclusiones  
 
Las condiciones de proceso evaluadas en el secado por aspersión, para la microencapsulación 
de los microorganismos probióticos estudiados, considerando como material pared el medio 
a base de lactosuero optimizado: Maltodextrina e inulina (50:50 p/p), temperatura de entrada 
80°C, temperatura de salida 45 ±3ºC. Fueron favorables para alcanzar una viabilidad 
promedio de 99,3% posterior al secado por aspersión, rendimientos del secado promedio de 
A B 
C D 




84,44% y una supervivencia superior al 83% luego de 28 días de almacenamiento bajo 
refrigeración. 
Se concluye que el proceso de secado sigue siendo un método viable para proteger la biomasa 
probiótica, no obstante, es importante garantizar que la cosecha inicial del microorganismo 
se de en una etapa de crecimiento exponencial de la cepa y  del orden 1010 UFC/ mL para 
garantizar que después del secado por aspersión se obtenga un producto de carácter probiótico 
y/o suficientes cantidades de biomasa para ser incorporadas a una matriz alimenticia o a otras 
aplicaciones.  
Las características físico químicas de los polvos obtenidos y la viabilidad reportada, 
permitieron concluir que el lactosuero desproteinizado usado como caldo base mezclado con 
inulina y maltodextrina en mezcla para materiales pared, resultan adecuados para el secado 
por aspersión, brindando una nueva alternativa de uso del lactosuero como material pared.  
Se cumplió con el objetivo propuesto de estabilizar la biomasa probiótica obtenida a partir 
de un medio de cultivo diseñado a bajo costo a fin de darle valor agregado a un sustrato con 
propiedad funcional para su potencial uso dentro de la industria alimentaria.  
Para L. rhamnosus cultivado en el medio formulado se alcanzó una supervivencia del 92,9% 
luego de 28 días de almacenamiento bajo refrigeración. Probablemente y como reportan 
algunos investigadores, los exo polisacáridos generados por esta cepa, puedan estar 
favoreciendo su estabilidad durante el secado y el almacenamiento. Esta observación se 
convierte en una alternativa de trabajo para potenciar la aplicación de rhamnosus como 
agente probiótico y sus aplicaciones industriales. 
 
  






“No debemos olvidar que no son las cosas las que aportan significado a un momento 
determinado, sino que es el momento el que aporta significado a las cosas” 
 Abraham Joshua Heschel 
 
5. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS.  
 
- En este trabajo de investigación se pudo demostrar la aplicabilidad del lactosuero de 
como medio de cultivo base para producir biomasa probiótica y su aplicación como 
agente encapsulante. El uso de suero de leche como un recurso para la obtención de 
biomasa láctica probiótica presenta una gran ventaja competitiva por su contenido 
nutricional y bajo costo comercial, lo que permite presentarlo como una alternativa 
al uso del caldo comercial MRS.  
- El diseño experimental empleado en la optimización del medio de cultivo a base de 
lactosuero resultó apropiado para la producción de biomasa de la cepa probiótica de 
L. rhamnosus arrojando relaciones INU: EL (2,0 inulina - extracto de levadura 4,9 
g/L) y para L. casei (Inulina 2,8 –Levadura 4,3 g/L). Esta proporción diluida en 
lactosuero desproteinizado para la producción de biomasa probiótica, arrojó para L. 
rhamnosus recuentos del orden de 12,54 LOG UFC/mL, resultados comparables con 
los obtenidos con el medio comercial MRS de 12,60 LOG UFC/mL. Para el medio 
de cultivo formulado para L. casei se lograron recuentos de 14,06 LOG UFC/mL y 
para el MRS 14,20 LOG UFC/mL. Los resultados obtenidos con los medios 
diseñados, sin diferencias significativas con el caldo comercial MRS establecen un 
avance muy importante para la reproducción de biomasa de bacterias probióticas, y 
un potencial uso a nivel agroindustrial al manejar un producto con cualidades seguras 
para uso en múltiples aplicaciones.  
- El trabajo realizado reveló resultados favorables al utilizar el lactosuero como 
material pared con mezclas de inulina y maltodextrina, generando ventajas evidentes 
en la encapsulación mediante secado por aspersión y durante el almacenamiento. 
Adicional al carácter funcional de las cepas probióticas, el contenido de un agente 
prebiótico podría conferir cualidades simbióticas al producto generado.  






Impactos del trabajo de investigación desarrollado: 
Económicos: para el sector lácteo representa una alternativa de aplicación al suero lácteo, 
considerado hasta ahora como un subproducto altamente contaminante y con altos costos de 
procesamiento para su revalorización. Con evidentes aplicaciones biotecnológicas, de alta 
rentabilidad. El diseño de un medio de cultivo para el crecimiento de bacterias ácido lácticas 
a partir de suero lácteo, potencializa su uso en la producción de ácido láctico, para su 
aplicación en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y como materia prima para la 
síntesis orgánica o la producción de plásticos biodegradables; así como la producción de 
biomasa microbiana para múltiples aplicaciones entre ellas su incorporación en matrices 
alimenticias (para humanos y animales), su encapsulación con fines farmacéuticos y su uso 
agroindustrial, entre otros. Considerando lo mencionado para el uso que tiene el lactosuero, 
sin duda alguna este residuo se ha convertido en oro blanco para las empresas lácteas debido 
a la funcionalidad de sus componentes. Para ampliar este comentario, en la Figura 22 se 
muestran las principales tendencias de las tecnologías del suero y su aplicación en alimentos 
a partir de la clasificación internacional de patentes CIP. Almario Mayor F, Mojica P, Cuellar 










Figura 22. Actividad de patentamiento de las principales tendencias tecnológicas 




Fuente: Almario Mayor F, Mojica P, Cuellar S., Montoya M, Industria y Comercio 
Superintendencia (2013) 
 
Ambientales: El Ministerio de Protección Social de acuerdo a la Ley 170 de 1994 y mediante 
la Resolución 2997 del 2017 dispone de los procedimientos del manejo del lactosuero y 
presenta las sanciones que impone a las empresas que viertan este tipo de residuos a 
vertederos y aguas corrientes. Este proyecto de investigación se convierte en un aporte al 
generar una alternativa viable y económicamente factible (Anexo 8) para la industria láctea.  
  






ANEXO 1.  




ORIGEN: CANADA – MARCA CRINO  
DEFINICION DEL PRODUCTO: El suero de leche en polvo se obtiene por proceso 
spray del suero líquido liberado durante el proceso de fabricación del queso. 
COMPOSICIÓN TIPICA: 
Proteína % 11.5-12.5% 
Lactosa 70%-80% 
Grasa 0.7 % - 1.5% 
Ceniza máximo 9.5% 
Humedad máxima 4 
ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO: 
Plato Standard conteo < 10.000/g 





Solubilidad < 1,2 ml MAX 
P H Acidez Titulable < 0,16 % 
Color De blanco a crema claro. 
Olor Limpio agradable. 
Sabor Dulce característico 
 
APLICACIONES Y FUNCIONALIDAD: 
Confitería, productos de pastelería, salsas, alimentos congelados como helados y margarinas. 
Sabor incomparable baja en sales, especial para productos lácteos, como leches saborizadas, yogurt y 
kumis. 
ALMACENAMIENTO: 
El producto puede ser almacenado en un ambiente seco y fresco, con temperaturas por debajo de los 30 
grados centígrados y humedades relativas por debajo del 65%. 
VENCIMIENTO: 24 meses después de su fabricación.  
EMPAQUE: 3 Papel 
multipliego de kraft con 
bolsa de polietileno interna. 
25 kilos netos.  
Hunibor S.A – Cra. 27 No. 76-30 – 50 – Tels: 5402855-5403455- 
5940192 – hunibor@yahoo.com – Bogotá, Colombia 
 





 Identificación de las cepas probióticas por medio de la técnica de coloración de Gram, con 
el objetivo de evaluar la pureza de L. casei y L. rhamnosus. 
  
Lactobacillus  casei  Lactobacillus  rhamnosus  
 
ANEXO 3. 
Datos estadísticos del diseño factorial 3^2 para Lactobacillus casei  










Efectos estimados para Log UFC 
 
Efecto Estimado Error Estd. V.I.F. 
promedio 14,0357 0,0282316  
A:inulina -0,266404 0,0309262 1,0 
B:Levadura 0,128907 0,0309262 1,0 
AA -0,229927 0,0535657 1,0 
AB 0,0209244 0,0378766 1,0 
BB -0,316673 0,0535657 1,0 
bloque -0,0298442 0,0252511 1,0 




Errores estándar basados en el error total con 11 g.l. 
 
Análisis de Varianza para Log UFC 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
A:inulina 0,212914 1 0,212914 74,20 0,0000 
B:Levadura 0,0498507 1 0,0498507 17,37 0,0016 
AA 0,0528666 1 0,0528666 18,43 0,0013 
AB 0,000875662 1 0,000875662 0,31 0,5917 
BB 0,100282 1 0,100282 34,95 0,0001 
bloques 0,00400805 1 0,00400805 1,40 0,2622 
Error total 0,0315621 11 0,00286928   
Total (corr.) 0,452359 17    
 
R-cuadrada = 93,0228 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 89,217 porciento 
Error estándar del est. = 0,0535657 
Error absoluto medio = 0,0372959 
Estadístico Durbin-Watson = 2,14282 (P=0,3975) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0,0848338 
 
Resultados Estimados para Log UFC 




Fila Valores Valores para Media para Media 
1 13,8288 13,8566 13,7767 13,9364 
2 13,7864 13,8279 13,7598 13,8959 
3 13,6168 13,5692 13,4894 13,649 
4 14,0414 14,0689 14,0008 14,1369 
5 14,1009 14,0506 13,9826 14,1187 
6 13,8429 13,8025 13,7344 13,8705 
7 13,956 13,9645 13,8847 14,0444 
8 13,903 13,9568 13,8887 14,0248 
9 13,7397 13,7191 13,6392 13,7989 
10 13,8744 13,8267 13,7469 13,9065 
11 13,8465 13,798 13,7299 13,8661 
12 13,4648 13,5394 13,4596 13,6192 
13 13,9878 14,039 13,971 14,1071 
14 14,0341 14,0208 13,9527 14,0889 
15 13,7473 13,7726 13,7046 13,8407 
16 14,002 13,9347 13,8549 14,0145 
17 13,9101 13,9269 13,8588 13,995 
18 13,6804 13,6892 13,6094 13,769 
 
Optimizar Respuesta 
Meta: maximizar Log UFC 
 
Valor óptimo = 14,0797 
 
 




Factor Bajo Alto Óptimo 
inulina 2,0 6,0 2,85805 
Levadura 2,0 6,0 4,36812 
 
ANEXO 4. 
 Datos estadísticos del diseño factorial 3^2 para Lactobacillus rhamnosus  
Efectos estimados para LOG UFC 
 
Efecto Estimado Error 
Estd. 
V.I.F. 
promedio 12,0512 0,0487631  
A:Inulina -0,404655 0,0534173 1,0 
B:levadura -1,28625 0,0534173 1,0 
AA 0,346957 0,0925215 1,0 
AB -0,109359 0,0654226 1,0 
BB -0,783889 0,0925215 1,0 
Errores estándar basados en el error total con 12 g.l. 
 
 
Análisis de Varianza para LOG UFC 





A:Inulina 0,491237 1 0,491237 57,39 0,0000 
B:levadura 4,96334 1 4,96334 579,81 0,0000 
AA 0,120379 1 0,120379 14,06 0,0028 
AB 0,0239186 1 0,0239186 2,79 0,1205 
BB 0,614482 1 0,614482 71,78 0,0000 
Error total 0,102723 12 0,00856022   
Total 
(corr.) 
6,31608 17    
 
R-cuadrada = 98,3736 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97,696 porciento 
Error estándar del est. = 0,0925215 
Error absoluto medio = 0,0667394 
Estadístico Durbin-Watson = 2,84426 (P=0,9253) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0,432857 
 




A: Inulina -0,393441 



















Fila Valores Valores para Media para Media 
1 12,597 12,6235 12,4956 12,7514 
2 12,427 12,3024 12,1961 12,4086 
3 12,3363 12,3282 12,2003 12,4561 
4 12,5297 12,427 12,3207 12,5332 
|5 11,9367 12,0512 11,9449 12,1574 
6 12,0994 12,0223 11,9161 12,1286 
7 11,4238 11,4466 11,3187 11,5745 
8 11,0875 11,0161 10,9099 11,1224 
9 10,992 10,9326 10,8047 11,0605 
10 12,5148 12,6235 12,4956 12,7514 
11 12,3618 12,3024 12,1961 12,4086 
12 12,2711 12,3282 12,2003 12,4561 
13 12,5249 12,427 12,3207 12,5332 
14 11,9367 12,0512 11,9449 12,1574 
15 11,9736 12,0223 11,9161 12,1286 
16 11,4039 11,4466 11,3187 11,5745 
17 10,9896 11,0161 10,9099 11,1224 
18 10,8938 10,9326 10,8047 11,0605 
 
Optimizar Respuesta 
Meta: maximizar Log UFC 
Valor óptimo = 12,647 
 
 
Factor Bajo Alto Óptimo 
Inulina 2,0 6,0 2,0 
levadura 4,0 12,0 4,9 
 
  






Datos obtenidos de la fermentación con los medios optimizados con relación al medio 
comercial MRS  
L. rhamnosus FI FII      
Tiempo (2,0/4,9) g/L  (2,0/4,9) g/L  Promedio Error Cuadrado 
Co de 
Variación MRS 
0 3,86838042 3,61615635 3,74226838 0,063616 0,178349 3,865546 
1 4,41250426 3,1910596 3,80178193 1,491926 0,863691 4,194287 
2 4,79792531 4,01291331 4,40541931 0,616243 0,555087 4,279307 
3 5,34204915 4,73841176 5,04023046 0,364378 0,426836 5,038813 
4 5,93151664 5,23152399 5,58152032 0,489989 0,494969 5,650952 
5 6,47564048 5,90601084 6,19082566 0,324477 0,402788 5,889006 
6 6,9574168 6,39345511 6,67543595 0,318052 0,398781 6,348111 
7 7,45052902 6,96025077 7,2053899 0,240372 0,346679 6,433130 
8 7,84728599 7,67441331 7,76084965 0,029884 0,122239 6,501146 
9 9,15091602 8,73432121 8,94261861 0,173551 0,294577 6,931910 
13 9,83673878 9,70920975 9,77297426 0,016263 0,090176 7,895463 
16 11,0893572 10,4913878 10,7903725 0,357567 0,422828 8,949703 
19 11,1347009 11,0128398 11,0737703 0,014850 0,086168 10,57640 
22 12,3306397 11,8857051 12,1081724 0,197966 0,314616 11,69866 
24 12,4950104 12,5885317 12,5417711 0,008746 0,066129 12,60553 
Datos obtenidos de la fermentación con los medios optimizados con relación al medio 
comercial MRS 
 
L. casei FI FII    






0 7,26214602 6,414935 6,83854051 0,71776651 0,59906865 7,150272 
1 7,50716722 7,391616 7,44939161 0,01335208 0,08170705 7,542503 
2 8,04427686 7,424835 7,73455593 0,38370821 0,43801153 7,941801 
3 8,63085711 7,852402 8,24162956 0,60599237 0,55045089 8,256293 
4 9,19976929 8,266894 8,73333165 0,87025631 0,65964244 8,648525 
5 9,57433259 8,517781 9,0460568 1,11630126 0,74709479 8,959483 
6 10,1573792 9,185634 9,67150662 0,9442888 0,68712764 9,263374 
7 10,8358335 9,701542 10,2686878 1,28661722 0,80206527 9,669740 
8 11,4683508 10,13264 10,8004954 1,78412327 0,94449014 10,15031 
9 12,4224271 11,10792 11,7651735 1,72792891 0,92949688 10,88177 
10 13,3341 12,08673 12,710415 1,55593199 0,88202380 11,44008 




12 13,7263314 12,35528 13,0408057 1,87978196 0,96947974 12,05493 
16 13,758134 12,71218 13,235157 1,09401967 0,73960113 12,71218 
20 13,8394071 13,48251 13,6609586 0,12737555 0,25236437 13,14681 
22 13,9454156 13,83233 13,8888728 0,01278835 0,07996359 13,47897 
24 14,0146215 14,09849 14,0575558 0,00703392 0,05930396 14,19830 
 
ANEXO 6. 
Porcentaje de Variabilidad de Modelo Predicho Vs Experimental  












L. casei  14,06 93,02 89,2 14,07 98,23 95,17 0,07 
L. 




Montaje de Higroscopicidad en el análisis físico químico de los polvos de microencapsulado 
 
  





Costos simulados para la formulación del medio de cultivo a base de lactosuero 
desproteinizado  
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